“Micropropagación de Ananas comosus (L.) merr. Cultivar MD-2 “Golden”, mediante un sistema de inmersión temporal” by Alverca Gálvez, Wagner
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTÍN • TARAPOTO 
· FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS 
DEPARTAMENTO ACADÉMICO DE AGROSILVO PASTORIL 
ESCUELA ACADÉMICO - PROFESIONAL DE AGRONOMfA 
TESIS 
MICROPROPAGACIÓN DE Ananas comosus (L.) Merr. 
CULTIVAR MD-2 "GOLDEN", MEDIANTE UN SISTEMA 
DE INMERSIÓN TEMPORAL 
PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE: 
INGENIERO AGRÓNOMO 
PRESENTADO POR EL BACHILLER: 
WAGNER ALVERCA GÁLVEZ 
TARAPOTO .. PERÚ 
2015 
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTÍN - TARAPOTO 
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS 
DEPARTAMENTO ACADÉMICO DE AGROSILVO PASTORIL 
ESCUELA ACADÉMICO - PROFESIONAL DE AGRONOMÍA 
TESIS 
MICROPROPAGACIÓN DE Ananas comosus (L.) Merr. 
CULTIVAR MD-2 "GOLDEN", MEDIANTE UN SISTEMA DE 
INMERSIÓN TEMPORAL 
PARA OPTAR EL TÍTULO PROFESIONAL DE 
INGENIERO AGRÓNOMO 
PRESENTADO POR EL BACHILLER: 
WAGNER ALVERCA GÁLVEZ 
TARAPOTO- PERÚ 
2015 
'llNfVERSfOAO "NACfONALOE SAN ·MARTÍN -.TARAPOTO 
t=ACULTAD oe CfENCfAS AGRARtAS 
·DEPARTAMENTO ACADÉMICO oe AGROStLVO PASTORIL 
·ESCUELA ACAOÉMtCO - i>ROPEStONAt. OE AGRONOMÍA 
ÁREA OE MEJORAMtE~TO Y PROTECCIÓN DE CULTIVOS 
TESIS 
.MICRO.PROPAG.ACIÓN~DE Ananas comosus (L) Merr. 
CULTJVAR MD-2 "GOLD91"~ MEDJANTE' UN- StsTEMA. DE,. · 
JNNJ:ERS1ÓW-TEMPORAL 
PARA OPTAR EL TínJLO- PROFESIONAL DE 
INGENIERO AGRÓNOMO 
PRESENTAD.O POR El. 8ACHiLLER: 
WAGNER ALVERCA GÁl.VEZ 
.. OALDO.LÓPEZ.FULCA 
sectetario de Jurado 
... ~.~~ ..... ~~~ ...... ~.~-·········~·······~·-~·················· 
lng. M.Sc. T - · · l'. lO-DIAZ Blgo~ M.SC:. Dr. WINSTON"FRANZ RIOS RUIZ 
Asesor llniembro de Jurado 
TARAPOTO- PERÚ 
261:5 
DEDJCA1"0RJA 
En mención especia~ a mi familia por 1a generosidad y confianza . 
. A .mis padres LORGtO Y 
·MARTHA, -por eJ apoyo y 
motivación inctJtidicionat en mi 
formación .como persona. y -
· futuro profesional, 
A mis queridos ABUELOS, 
TIOS y PRJMOS, que siempre 
me brindan su apoyo 
moral en todo momento. 
A l.EY01, OMAR1·mis hermanos,. por 
ser mis gr~es ·amigos y compartir 
grandes momentos· juritós. 
· AGRADECIMIENT-0 
Al· Biólogo Dr. Winston- Franz Rios: Ruiz. por· su· generosidad como· ase$Or · del 
presenté trabajó de investigación. 
A -,Jos 'f.Jocéniés -de Ja -Facultad -de -Ciencias Agrarias de ··!fa UNSM - T, quienes 
contribuyeron en miiomra-ción 'profesional. 
Mi .·. agradecimient~ eSpecial' ar Jng~ . Henri Delgado Haya; por la' oportunidad- de: 
_permitirme realizar ra tesfs, ii11partirme invaluable conocimiento y eJq>eriencia. 
;profesional. 
A:1. ''Biólogo 1\11arco 'león 1\11artínez. por aportar opiniones jµiciosas durante la 
realización de 1a te5is. .. 
A la .·.Señora _Jufiana Rodríguez García, .por ef • apoyo y recomendaciones en ra 
-ejecución de Ja investigación. 
-ÍNDICE 
-l ·INTRODUCQÓN 
11. OBJETIVOS 
-u1. ftEVfSfÓN etBLIOGRÁ'f1CA 
3.1. Antecedentes y generalidades det cultivo de la piña 
3.1.1. Origen y distribución 
'3.1 ~ 1 .1. Origen del cultivar WID-2 
·· 3.2. Aspectos -generales del -cultivo in -vitro de :tejidos 
. 3.2.1. La micr:opropagación vegetativa 
3.2.2. Ventajas y desventajas-del--cultivo- in vitró' 
3.2.3. Etapas necesañas-parag,enerar plantas a, partir de 
explantes aisiados 
.3_2_4_ Propagación .. natural-ne Ja -piña 
3.3·. . · Qué es un sistema de inmersión temnnrat(StT)·· ? ¿ r-· . 
3.3.1. Antecedentes-del·Sn: e-investigaciones-similares-
3."3. '1.1. ·importancia del S1T _ 
3.3.1.2. Ventajas y desventajas del SIT en el ·cultivo de 
tejidos 
3.3.1· .3. Parámetros de0cuttivo,que afectan la· &ficacia en 
slstemas de inmeraión temporal. 
3.3. 1.4. -Coeficientes de multlpticactón mediante ta 
.micropropagación de-especies vegetales 
3-_3~ 1'.5. Propagáéióli in vitro de la especie 
(Ananas,comosus- (L) Mere) 
'JV~ MATERIALES Y MÉT-ODOS 
Pág-. 
1 
3 
4 
7 
8 
8' 
9 
9 
10 
12-
14 
15-
25 
4. 1. Fuente· de expfantes 2& 
4.2. Metodologia. 25 . 
4.2.1. Ubicación 'del experimento 25 
4.2. t.1_ Ubicación política 25 
4.2~ 1.2. Ubicación geográfica 26 
4.2.2. Procedimiento para la micropropagación.de- piña 
cultivar M0-2 ºGtitden" 26 
4.2.-3. -.Limpieza y extracción .de-,hojas de Ja oorona 26 
4.2.4. Proceso de asepsia o desinteccrón 
(en cámara de· flujo, laminBf) 27 
4.2~5. Cultivo In vitro de yemas {exp1antes) mediante la 
micropropagación -Oonvencion~ 27 
42.5, t .. Fase de iniciación 27 
4.2~5.2~ Fase de: multiplicación 29 
4.2.6-. Cultivo de- explantes en. elsistema,de inmersión 
temporal {SIT) 29 
4.2.-6.1. Descripción-del sistema -de inmersión temporal 29 
4.2.62. Protocolo para la preparación de· biorreactores~de· 
··inmer51ón temporal .. . . . 30 
·4.2;o.3. Protocolo-para Ja-desinfección y esterilización 
der Brr· 32 
4.2.6A. Procedtm1ento de introduceiÓn de·exptantes al· B•T 
. (en cáinara.de.fluj0Ja111inar). 33 
· 4.2:6~5. Fase 'de mult1plicación 35 
4.2.6.6. Ease ,cte ek>ngación 36 
·. 4.2~6. 7. Fase de enraizamiento 36. 
42.7. Fase de aclimatación 37 
4;'2.'8. 'Condiciones de cúftivo 38 
-4~2.9. ·:rratamientos en ·-estudie 39 
4.2. 1<1. DiSeffo e~periinentaf 39' 
4.2.11. Variables evaluad8!; 40 
V. --RESUL 'TAOOS 
VI. DISCUSIONES 
· ·u.1. Contaminación 
6.2. Del -número de-plántulas-a''ª -cosecha· 
6.3. [)el número de _ plántutas Clase A (8-:..r2·cmJ 
6.4. Del número· de-plántulas Clase·S(4-8>cm}-
6. 5. Del número de plántulas Clase C t0-:4 cm). 
'6.'6. 'f)e 4a ·altura de ·pfántulas ·a ·-!a 'COSecha 
:6..7~ De Jas..plántulas :sembradas Vs .. Plánturas .actrmatadas 
según ciase . 
6.8. De los costos de producciói:r 
VJt CONCLUSIONES 
VHL RECOMENDAClONES 
·DC. 'BIBLIOGRAFÍA 
RESUMEN 
SUMMARV 
ANEXOS 
44 
5tl 
50 
51 
53' 
55, 
56. 
58 
59 
6-1 
63 
65-
66 
-ÍNDICE DE-CUADROS 
Pág.,. 
Cuadro 1: Comportamiento-dela frecuencia-y- tiempo-de inmersión para--
algunos cliftivos tropicales 14 
Cuadro 2: Coeficientes~de-muJtipticaciónen-la' propagación convencional, 
y mediante el uso delSIT · t4 
Cuadro 3: Maleriales Utilizados en la preparación det-BlT 30 
(;uadro 4: -Repeticiones, densidad de 'inócuk> {número tte ~xptantes/BIT), 
tratamientos 40 
Cuadro 5: Anáü-sis-de-varianza para.-el. Número de-plántulas-a: la-cosecha·· 
(datos transformados por"x>- 44 
-- Cuadro 6: Anáffsis de -vañanza _para el NUrriero de pfántulas 
--ClaseA-(8-12--0m){datos-transformados-.pc;>r ~x) -45 -
-cuadro 7: Análisis cdEPiarianza lJ8f8 el -NúmeTo de ptántutas 
Clase 'B .(4 ..:8 cni)_ {datos transformados por ~x)_ 46 . 
Cuadro 8: AnáJisls-de varianza para elNúmero~de plántula$~ -- -
Clase C (04 Cml (datos transt<>rmados-por '1x) 4-7 
Cuadro 9: Anátisis de varianza _para Ja Altura de _plántulas a Ja cosecha (em} 48 
JNDJCE DE-GRÁFJCOS 
Pág. 
'Grafico i: 'Número t'te BlT's contaminados según tratamientos 44 
~Gráfico 2: Prueba-múltiple de Ouncan -{a-= -0,,05) para ros promedios de 
-tratamientos-_respecto-af ,N:úmeró-de pfántulas a Ja cosecha· 45 
Gráf;co 3: Prueba rnúttiple de Durrcan(a= o·,05) para los promedios de 
tratamientos respecto al~Númeto·de- plántulas Clase A (~ 12-cm}- 4& 
. Gráfico· 4:_ Prueba. mO'ftip1e de Duncan_ ta-= 0,05_) para-1os_prómedios_ de 
tratamientos respecto a1 'Numero de plántulas Clase B (il - 8 cm)_ 47 
' . . 
-Gráfico 5: Prueba múltiple-Oe-L>unoan {a= --0.-os~-pa.a •os promedios de 
-tratamientos-respectocBJ,Numero-de.plántufas CJase C (O -4 cm) 48 
Gráfico 6: Prueba múltiple dé Duncan (a= 0~05) para los promedios de 
tratamientos- respecto- a-1a-altlJra-deplántulaSa· 1acosecha· 49-
. .. 
Gráfico 7: Número da plántulas sembradas_Vs.-Numero-de_ pJántuJas-
ac1imatadas segjjn Clase 49 
!NDJCE DE FOTOS 
Foto 1: Coronas de _pifia ~Gofden" 
Foto 2: -Cormo mo-stram:to-yemas 
Foto 3: Yemasaxüarescontejidobasal-
Foto 4: Yemas .axifares idóneas _para la inoculación 
Foto -s-: ·irrocolación ae-yemas axilares en el medio de rultiVo 
Foto 6: Inducción y erecimiento de-la yema' 
Foto -7: Muftiplicaciónde.brotes (1ºsubcultivoJ 
-Foto -a: 'Muttiplicaeión de -brotes {5-Ó subtUltivo) 
Foto 9: Filtros hidrofóbieos conectados 
Foto 10: -Pegamenfo:para Jas tapas 
Foto · "11: -ubicación de la manguera 
Foto 12: Unidad BlT 
Foto 1-3: Esterifización (con Juz UVJ -de BJT~ }'Jnedio de cultivo 
-Foto '14: Explantes seleccionados 
Foto 15: Inoculación de- explantes 
Foto · t6~ Conexión de BJTs 
'Foto 17: 'B1T's en -el área de incubación 
Foto 18: Plántulas de-piña- (3er stlbcUltivo) -
Foto :tR J~~lántufas,con 2..,3 .cm 
'Foto ·20: · -Proliferación de brotes {3ra semana}_ 
Foto 21: Plántulas con· 6 semanas de cultivo -
Foto 22: Plántulas-con -9-semanas-de-cullivo 
.- Foto :23: Pláritdlas con '12 semanas de cultivo 
. . ' .· 
Foto 24: Plántulas después de 16 semanas de cultivo 
~Foto -25: -Sustrato-esterilizado 
Foto 26: ·tuxómetro 
Pag. 
26 
26 
21 
28 
28 
28 
29 
29 
29' 
32' 
32 
32 
33 •. -
·34 
34-
34 
34 
35-' 
35 
35 
35 
36 
36 
37 
37 
38 
-Foto 2.7: 1 ermolligr-Ométro 
Foto· 28: BIT's en estado aseptlco 
Foto 29:· Plantas segÚfl ctase 
·,Foto 30: Determinando altura -dé planta· 
Foto 31:. Plantas con diferentes alturas 
Foto 32:· Plantas ctase C (después de 21 días} 
Foto .33: -PJantas dase -B ·(después -de 2~ -días} 
Foto 34.:. Plantas ciase A,(despiles. de 2t diaS) 
38 
40. 
4l 
41 
4.t 
42 
42 
42--
t INTRODUCCIÓN 
Et cultivo de piña representa una 'importante acthiidad para la dinam1ca agropecuaria 
peruana, y en la -región San Martín se viene cultivando en la provincia de Rioja, 
Lamas, Tocache, San Martin, Mariscal Cáceresi HuaUaga, Et Dorado-, contando. con 
-una .superficie sembrada de 1238,,60 hectáreas en el 2-Ln 1 ORASAM - DEA (2012). 
En ~a actuaUdad ·Ja actividad piñera, ~á desarroHándose a través de ~a propagación 
vegetátiva · de un cultivar de cayena lisa- cónocioo eom& "piña- lamista" de forma 
predotTlinante en 1a regíón San Martín, af no diSponer del suficiente materiat vegetal 
o "semilla" _para et establecimiento de nuevas _ptantaciones cmt· cultivar más cotizado 
(M0-2} en el mercado mundial de piña, también, el material vegetativo es muy 
escaso, . si tenemos en consideración que se necesitan aproximadamente de 30, ooo 
a 40,000 plantas, por hectárea_ Teniendo, que_ recurrir a la. técnlca_ de 
.micropropagación vegetativa. una alternativa para obtener gran cantidad de material 
vegetal a partir de poca material vegetal de origen (-explante). y- en oorto tiempo; 
Con Ja· finalidad de producir grandes vOlúmenes de plantas, el- presente trabajo de-
1nvestigación estableció un procedimiento de micropropagación de Ananas camosus · 
(L.) Merr: cultivar MD~2- "Golden-", mediante un sistema de inmersión temporal· (StT), 
considerados como sistemas semi-automatizados, basado en et contacto 
intermitente def medio de cultivo fíquidb con lbs explantes por un corto periodo de 
tiempo y la consecuente renovacion de. la atmosfera gaseosa, aumentando el 
coeficiente de murtipJicación y Ja calidad de Jos brotes, según 
· http:/lwww.ecured.cu/index.php. 
l 
. . . 
ta hipóteSis pJanteadá, -consistió· .que aJ -realizar :e1 siguiente exper1mento con 3 
densidades de cultivo~ 3 BtT's por densidad; ·deberiamos obtener una ·diferencia 
entre eJ número total de ·plántufaslBiT ~propBgadas· para ias tres densidades (7, 10 y 
13 explantes). 
2 
·lt OBJETIVOS 
2.1 General 
Determinar un .protocolo eficiente para · Ja micropropagación de .Ananas 
comosus (l.) Merr. cultivar MD-2 "Golden". mediante. un sistema de inmersión 
temporal: 
2.2 Especifico$ 
Determinar et númer6 de explantes que permitan; obtefl~r una: atta tasa de· 
muttipllcacióti de brotes. 
·Obtener el mayor número de plántulas con la altura suficiente para 1a etapa de 
acfimatación. 
3·· 
JJt REVISJÓN BJBUOGRÁFICA 
3.1. Antecedente$ y generalidades del cultivo de la piña 
3.1.1. Origen y distribución' 
ta piña es una planta herbácea, perenne, monoootitedónea, que pertenece a 
ra familia Brometraceae. Procede de las zonas tropicates y subtropicates de 
Brasil y Paraguay, de donde se ha diseminado a todas las regiones del mundo 
·que poseen climas aptos ,para su· producción comercrar. Las mayores . 
produceiones se tienen en Haw~ Méxicor . Costa Rica,. Brasil,. Colombi~ 
Honduras, República Dominicana, ·Malasia, Jndia, Congo, Kenia, China, 
· Taiwán, Vietnam, Australia, Filipinas, Bangladesh~ Tailandia, lndonesa, sur 
África, Zaire y Costa de Marfil {Pault ~997, Jiménez 1999, 'Citado por 
Gratereaux ( 2009}. 
- ·.. . 
3.1.1.1. Origen del· cultivarMD-2' 
Según Sáenz (2007), durante 1os años· ro·s •. el Instituto de 1nvestig_ación en 
Piña de Hawaii (Píneapple Research fhstitute ... PRt) siguiendo exitosamente 
su programa de mejoramiento. genético, apoyado. y. conformado . por 
.productores {Maui Land .& PineappfeJ. Ja empresa privada (Del Monte, Dore) 
e investigadores (Universidad de Hawaii - UH), 1ogra obtener dos Uneas-
her:manas; Ja 73-50 °(comercializada oomo Hawaii Gold) y Ja 73 - 114 
(comercializada como Royal Coast) mismas que· dán: inicio a las piñas de· 
pulpa ·amariHa, ,Hamadas.extra dulces, doradas o tiPo Gotdén; fa Unea 73 -
114, conociéndose intciatmente' asf como ta famosa MD-2: 
4 
. . 
3.2. Aspectos -generales del .cultivo in vitro de tejidos 
El Cultivo de Tejidos, como técnica~ consiste·enaislar.unáporciónde-la-planta 
{explante} y proporcionarle artmciatmente ~a5 oondiciÓnes físicas y químicas 
apropiadas pará que las células expresen su potencial intrinseeo o inducido 
(Roca yMroginskt, 1991). 
3.2.1. La m1cropropagación vegetativa 
·La micropropagación {propagacfón clonar ,por cultiVo in vitro) constituye uno 
·. de los métodos. biotecndlógiC<lS que. ma~ores. ·1ogros-ha aportado- al desarrollo. 
de .la .agricultura, ya que se Ja usa en Ja· .prÓáucción masiva de especies 
hortícolas, aromáticas, medicinales, frutioolas,' ornamentales· y forestales-
3.2.2. Ventajas y desventajas det cultivo in vltro. . 
Según Pierik ( 1987): 
Ventajas 
• .La .multipficacrón In vítro es mas rápida qoe Ja muftiPITcación in viVo. 
• A veces es posible propagar especies ·in vitro; que no. pueden. ser 
muJtipUcadas in vivo. 
• El crecimiento de las plantas propagadas i1l vitro'· es freeuentemente más 
. . 
vigóro8o que e1 de 'fas cloriadas in vivo. 
• Utilizando el cultivo in vitiTJ es _posible, en _principio, conseguir una 
multiplicación libre de enfermedades. 
• Se .necesita una .cantidad· de materjaf rerativamente pequeña para .iniciar 
un cultivo in vitro. 
5 
-. 'EJ áréa 'Qüe sé necesita para el 'CU!Uvo de pbttainjértos y lechos de 
muttiplicadón queda disminuida. 
• t.as p1antas soo cutttvadas ron su propio sistema radieat 
• Para et mejoradbr profesional se encuentran además fas siguientes 
ventajas adicionales: 
- Se puede .lanzar comercialmente im i1uevo cultivar~ en menos tiempo. 
- Es frecuentemente. posible.llegar a. obtener pequeños dones, de forma, 
.fápida. 
- Obtener fácilmente mutantes en el proceso' dednducción de--vástagos 
adventiciO'S. 
- Es espetialme-nté útil para et estabteaffiientó' de'. bShe'OS' de geties: 
- Eh relación con 1a manipulatión g~ética, ra ragenetación de plantas a 
partk de ,protQplastos y cétulas es mdispensabfe. 
- Algunas plantas tienen que ser mantenidas y muttiptlcadas 
for:zosamente .de forma vegetatiVa: pfantas sexualmente estériles; 
aneuploides raros\ o p1antas. COrl0 combinaciones.- poco usuales. de-
,cromosomas~ 
·Des-ventajas 
• En atgünós sistemás dé própggaciotr itf Vitio l~f estabilidad' QEmétici:i' és 
débi·t. 
• Las plantas producidas in vitro pueden mostrar característieas poco 
conven·ientes in vivo .. 
.. En .et ·caso de Jas pJantas ~Jeñosas especialmente, ,fa .inducción de raíces es 
con frecuenciamuy dificiL 
6 
• Cuando uas plantas, han -sido clonadas in vitro y despúés trasplantadas al· 
suelo; existe el· peligro-de--que el· clon muera por la aéción·'de-patógeilos~ 
• Se puede perder ia capacidad de regeneración por cuttivos de tatlos o 
células en suspensión, repetidos. 
• En algunos casos .. eL a1s1am-iento· estéril es extremadamente .. dificil de 
realizar. 
• Exige una aportación ae mano- de obra- importan~- lo que··. redunda en 
. . . 
precios r-eJativamente aJtos en .Ja producción de plantas. 
3.2.3. etapas necesarias pa-ra genet• plantas 11 partir de exptaíltes aislados 
Según SE:fgretín (201·0¡, 1a· muttiplicacioo vegetativa itr 'ilitiu, implica et 
desarrotk> de las siguientes etapas: 
1) Elección de la ptanta y/o tejido danante de exptantas. 
2) 'Establecimiento, que consiste en la des1nfecc1on de los exp1antos 
.(generalmente con hipoclorjto de .sodio) y su ·posterior adaptación al medio 
artificial de modo de- inducir callo; brote; raíz 0-embrión- somático- según se 
desee. 
3) Multiplicación, para generar una- masa vegetal.- suftciente0 para la 
regeneración del número de 'Plantas necesarias. 
. . 
. . ' 
4) Enraizamiento, en la que se busca la- formación de' raíces con et· fm de 
5) Rusticación, que es la aclimatación de las plántulas obtenidas in vitro a 
'fas condiciones ambientales ex vitro o:melo o algun sustrato inerte). 
7 
-3.2~4. Propagación natural de piña-
·Pac {2005), nos dice -que el método-comúnmente usado -para Ja producción de 
plantas comerciales de- piña es el vegetativo: Existen tres tipos de materiales: 
Chupones: Provienen de yemas vegetativas que salen dei taHo (cualquier 
yema axilar de tas hojas puédéri fomtár un ctíupórt). Owrren dos tipos de 
chupones: 1. Chupones de suelo; -2. Chupones aéreos. Ambos materiales son 
morfofógicamente iguafes. 
Esquejes: Estos se <flferencian de los chupones en que tienen una base 
abultada y son inflorescencias abortadas. Existen dos tipos de esquejes: 
1. esquejes basales son los que se desarrollan debajo del fruto¡ 
2. aquejes -de corona estos se -desarr-0Uan debajo -de !a corona del fruto. 
-Coronas del Fruto: -consisten en ,et follaje que tiene el fruto en fa parte 
superior. 
tas plantas provenientes de dichos materiales vegetativos antes 
mencionados entran en _prodtJcción a partir de: 
Chupones: de 14-18 meses para producir frutos. 
Esquejes: de 1 B-20 meses para producir frutos. 
Coronas del fruto:_ de 20,..22_ meses- para producir frutos. 
3.3-. ¿Qué es un sistema de: inmersión-temporal (SlT)? 
Según http:llwww.-ecured.oo/indeK-php, son -sistemas semi-automatizados en 
la propagación in vitro. Está basado- en- el- centaCt:o; intermitente ctei med1o, de 
cutttvo 'iiQUtdo con 1os explantes por un corto pe-riodo de tiempo y la 
consecuente renovación de - la atmósfera gaseosa, para evitar la 
hfperhjdricidad de ros tejidos y da acumulación de gases tóxicos. 
E1ienne 'Y Serthoofy (2002), mencionan que Hanis y Mason (1983) describen 
a los SIT como máqutnas bascutarttéS drseñadas pára lograr una mmersrón 
tempora1, a fin de comb1nar 1a aireación y los efeCtos positivos del medio de 
cuftivo líquido. 
3.3.1. Ante.cedentes del SJT e investigacjones sjmUares 
El lugar donde se dio origen a,esta técnica fue Francia, y más tarde adoptada 
en -Cuba, -donde ha romado ~ran -auge, 'solo se han trabajado -cultivos 
tropicales {bananos, citricos, piña~ caña de- azUcar} Aunque- se- han 
-desarr-0Hado diver-sós trabajos en varias especies de plantas ornamentales 
por esta técnica de cultivo {Mtnisterió de Agricúltura-- FIA, 2004)-. 
Newton et al:, (200~}. menciona que el- primer mforme sobre et· uso det 
biorreactor para propagación veg_etal fue hecho por Takayama y Misawa 
( 1981 J. mediante Ja propagación de begohía. 
3..-3. ·t.1~ Jmportancia deJ SJT 
http://www.ecured.cu/index.php, considera-lo siguiente: 
Permite airear ~os -tejidos -de -Jos · orotes unido al contacto completo de los 
mismos con el medio, lo' que' facilita- una- may(>f inéorp()ración y- asirnilación-
de ,los nutrientes poT ros tejidos -y oomo consecuencia -auménta et coeficiente 
de multiplicación y la calidad de los brotes. Estos sistemas alternativos con 
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el empleo de medio de ooltivo liquido se han desarrollado con et propósito de 
automatizar, al menos las fases que- requieran· mayor marnpulaeión del 
·proceso in ·vitro --y ·con eUo, 'la <:onsiguiente reducción de los costos de 
producción. Tienen la' ftnalidau de: producir grandes volúmenes de ptantas. 
El princi_pio efe funcionamiento de los StT · se basa en la posibitidad de 
absoreión de nutrientes y otras sustancias por 1as plantas in vitro, durante 
.períodos alternos· de inmersión en el medio de cultivo ffquido ·y posterior 
permanencia en el recipiente. sin et medio. de. cultiv-0 {aunque. sí con una 
· atmósfera de una elevada humedad rerativa), incrementando notabremente 
la oxigenación del medio· interno, lo cual influye· positivamente en el 
·crecimiento ·y multipljcación de Jas plantas -(Mulet et al., 1999): 
3.3~1.2. Ventajas y desventajas del StT en et cultivo de tejidos 
ventajas 
Etienne y Berthouly (2002), todos estos sistemas consideran 1as condiciones 
mencionadas por Teisson ef al'., (f999J: 
• Evitar ta inmersión continua,. la. cual. tenga~ efectos. adversos. sobre el 
crecimiento y Ja morfogénesiS; 
• provisión de transferencia de· oxigeno, adecuada~ 
• provisión de 'SUÍteteTite meicta; 
• limitar los niveles de corte; 
• activar los cambios secuenciales de medio y automatización;. 
• .reducción de .fa -contaminación; 
• de bajo costo. 
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Desventajas 
Según Fitotek (1994}~ considera las siguientes desventajas: 
• Tamaño de 'la ptántuta 
El prinéipat rnterés en et uso det· biorreactor· para ta propagación masiva 
es 1a producción uniforme de plántulas tanto en tamaño y atta calidad. 
Para evitar que fas _pfantulas sufran ta falta de cororación verde en tas 
hojas, deben estar con suficiente lluminación. ubicada.alrededor det vaso 
biorreactor. 
Diferencia de tamaño fue -0b5ervado ·en Jos restdtados del proceso y es 
evidente que se necesita más invest~gación para lograr uniformidad- de 
~as plántulas propagadas: 
• Variabllldad genética 
Una de fas más importantes barreras de ta propagación de plantas 
uúlizando el cultivo de tejidos.-es la variabilidad genética. en las plantas 
regeneradas~ Es jmpodante, aunque .costo5os y demandan ·de tiempo, 
para realizar· pruebas de fidelidad para éomparar las-plántulas- producidas 
-por~ biorreactor --oonaquéllaS prÓducidas por medios convencionales de 
propagación. 
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3.3.1.3. Parámeb"os de cultivo que afectan Ja eficacia en siStemas de inmersión 
temporal 
Etienne ·y Berthouly '(2002}, consideran romo razones principates tas 
siguientes: 
a) Tiempo de rnmersión 
En sistemas de cultivo con inmers"ión temporal det tejjdo, está claro que 
el tiempo de inmersíón es muy importante, desde entonces determinan 
la absorción de los nutrientes. y el control de h1perhidrlcidad. Los. tiempos. 
de inmersión .utilizados vat.ían considerablemente. Esto es 
probablemente debido a la gran variedad, de· especies, procesos de 
micropropagación ·y sistemas de inmerstón temporal. 
b) Vofumen de medio fíquido 
Debe optimizarse con SIT sin renovación det medio. Mayores volúmenes 
probados son menos eficientes, y los autores sugirieron q~e 1os cultivos 
producen químicos extracelutares que estimulan ta fbrmación de· brotes, 
que se. diluyen cuando se utilizan. grandes vOlúmenes de media .. 
e) Volumen del envase de cultiv-0-
P.ara todas Jos SJT, el volumen del •envase, y por lo tanto ta -capacidad, 
es mucho mayor que en los contenedores utilizados para: F>rücedimieritos 
oonvencionales. Usando envases mas grandes para medios ·obtienen 
mayores volúmenes de' medio utilizado; que: puelie: tener· urr efecto 
positivo .en 1a p1anta como materia1 de .proliferación.y crecimiento. 
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d} La aireación· 
·· Los sistemas de propulSión neumática ·det medio nutritivo· causado por 
·aireación forzada para !a 'fehOvación total. de !a -atmósfera. de CÚUivo en 
cada inmersión, rntercambiOS' de= ¡gases en" un s1Stema de este tipo· 
ocurren principa1mente durante 1a 1nmetslón y son causados 
indirectamente por movimrentO det· tfqurdo y directamente por fa bomba 
de aire, menCionado porTelsson y A1vard· (1995). 
Ministerio de Agricultura - FIA. (2004),. menciona. los siguientes. factores a·· 
.eStudiar: 
• Tiempo y frecuencia de· inmersión~ 
• Tipo y densidad de 1nócuto. 
• Volumen de medio de cultivo. 
• · ··Tiempo de prollferaci.ón. 
• Condjciones de cumvo. 
• Genotipo. 
• Uso de retardantes del crecimiento. 
Teniendo en cuenta estas consideraciones, es necesario ajustar el tiempo y 
frecuencia de inmersión (cuadro 1J, para cada especie en estUdio. 
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-Cuadro 1~ -Comportamiento de la frecuencia y tiemPo de ·inmersión para · 
algunos cultivos tropicales-
Cultivo Morfogénesis ' Tiempo (min.) Frecuencia (Jl) 
Bananos Organogénesis f 5 3' 
Café Otganogénesis 1 4 
Caucho Orgaoogénesis t 4 
Cítricos Embrrogénesis 1 4 
1• 
Bananos Embriogénesis - -
-Café Embrjogénesis 
-
,., 
Piña Organo§énesis- 2 3-
-Caña de azooar · Organogénesis 3 3 
Fuente~ Ministerio de Agricu'ttura - FtA. ·2004. 
' 
3.3.1.4. Coeficientes de · multif)Jicación mediante·· la' micropropagación' de-
especies vegetates 
La técnica de inmersión temporal; ha permitido e1· incremento de Jas tasas de 
mu1tip1icación con respecto a 'tas técnicas convencionales (puadro 2). 
Cuadro 2: Coeficientes de mullfpllcación en ra propagación convencional-
y mediante el uso del SJT 
Cüftivo ·Va'fiedad 'Propagación convencional StT 
Cayena Usa 8-0 68,8 
Piña 1 . 
M02 5,8 26,8 
Caña de C91..;301 -3,1 34,'1 
Azúcar CtOSt-73 4,t ss.~o 
FH1A-18 38 
•-· 
74 1.-
Banano FHIA~Ot 3,-4 10A-
Gran Enano 4,0 1-6,6 
Fuente: Ministerio de Agrieultura - AA 2004~ 
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3.3.1.S. Propagación in vitro de la especie (Ananas aNllosus (L) Merr.) 
la importancia económica d& la-· piña- ha- impulsado la investigación 
biotecnológica en su aprovechamiento. Se han desarroUado diversas 
estrategiá's para ~· mejoramiento tantá de' la- pródueciórr · como en· et· 
crecim1ento. ta aplicación de métodos de mej()ram1etrto varía desde ta 
inoculación bacteriana y ef cultivo de cromQpfastos hasta ta inserción de 
genes espeCíficos, Garc'fa y Serrano {2005). Pero fue Aghion y Beauchesne 
los que escribieron por primera vez sobre micropropagación de piña· en 
1960, citado por Newton et al..,. (2009)_ 
El aislamiento de· protoplastoSi muestra que- los híbridos somáticos- tienen un· 
-potencial para ootener nuevos genotfpós resistentes de ;piña. Una de Jas 
estrategias biotecnológicas ·es·· obtener aislamiento· de ptótoptastOS' a· partir 
de exptantes de hoja. Pinho - Guedes et af., (2002), citado por García y 
Serrano (2005). 
3.3.1.5.1. La contamiilación microbiana en ros procesos de producción 
masiva de Vitrop1antas 
La .aplicáción·de .diferentes métodos .de esterilización .(liberación .de todos 
los microorganismos} en la micropropagación· de especi.es. vegetales:, 
. . . 
oontjnúa siendo una ·:estrategia .. y destreza ·en ;la manipulación de los 
materiales de laboratorio y de Origen vegetal~ para· legrar la0 calidad del 
cuttivo y plantear :auemativas qae · solUcionen una de fas principales 
• • 1 
dificultades encontradas en et· Cultivo in vittu, réfiriéi1dorne a ta 
contaminación m'icrOmana. 
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http:J/wwwJmciencia.-oomñndex.php, al referirse sobre Ja calidad en el 
proceso de producción de una blofábrica-. esta-se debe entender por: 
• % de cofltaminación. (por tmngos ·y bacterias ) 
• % de mortatrdad. 
• % de pérdidas por otras causas .. 
• Coeficiente de mult~plicación. 
Es !a contaminación microbiana .que aparece en Jos procesos de 
producción masiva de vitroplantas, ·por lo que et· empleo- de- la-
estermzación ·por catar tiúmedO mediante ta autoclave para efiminar los 
mrcroorganrsmos y garantizar ta esterilidad de tos medios de cottivo es 
una práctica generalizada, no obstante, mUChos componentes de los 
medios de cultfvo se desnaturafizan, se afecta er desarrollo de fas plantas 
y no se logra eVitar que aparezcan contaminaciones a los .vatios dias de 
.haberse esterilizado, bajo este principio y· dada Ja acción biológica como 
bactericida de amplio- espectro- y. fungicida dél 2-bromo-5--(2-bromo-2-nitro-
vinif)-furano {denominado -G-~ ~ se -estudió la factibífidad de su 
incorporación como tnhibidor químico de la contaminación microbiana- de 
ros medtos de cultivo en fa ·produCción de vitroplantas {Hemández et· al. 
2006). 
El 2-bromo-5-(2-bromo-2:..nttto-vinil)'-furano presenta una eficiente acción 
sobre diferentes familias de microorganismos contaminantes en el cultivo 
in vitro de papa, pfátano, banano,, caña de azúcar, prña, mafanga y 
forestales,. con una dosis. infeñor a los 20 mglL para los. hongos y entre 
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20-30 mg/l de JngreGUente activo para Jas bacterias. las concentraciones 
entre 30 y 40 mg/L de ingrediente activo nó son fitotóxicas para las 
vitroplantas ·y ,garantizan ·!a protección ante ios oontaminantes fungosos y 
bacterianos, en los tfmttes perrnistbJes· sin et empleo; de' la· autoclave, 
brindando 1a protección necesaria a1 sustrato, con contaminaciones 
inferiores al 5%, resultado ,positivo en relación a tas ventajas del· empteo 
del producto respecto a1 método tradicional de esterilización por la 
autoclave. Otro de Jos. aspectos reportados es ef aumento del f nd1ce de 
multiplicación que. puede Uegar: hasta 45,,4%. (Hernández.et aL 2006) .. 
Fundora et al.T (2007}, usando el G-4 (2-bromo-5~2,-bromo-2"'"nitro-vinil)--' 
furano} en !a micropr0pagación de expJantes de piña {Ananas comosus 
(L.) Merr.) cv. MD2, en' Biorreáctores· de' •nrnersión· Tempora• con 
capacidad de 1000 m1, togro obviar 1a desinfeeción y esteritización por 
autociave del medio de cultivo, los frascos de cuttivo y los reservorios det 
medio del biorreactor de inmersión temporal (t31T), siendo favorable el 
hecho de que ras hormonas, vitaminas y otros componentes termofábifes 
del medio de cultivo, permanezcan intactos parecen estimular el 
crecimiento y desarrono vegetativo de Jos brotes. 
füdudablemente, Ja Jncorporaoión de este ;esterilizante al medio de cultivo 
trae consigo una transformación- en la formulación del medio que· conlleva 
a un aporte de 'nuevos elementos químicos, y que no resultan 
perjudiciates ni tóxicos ai cultivo y- tat vez puedan beneficiare la catidad~ 
mrtriciona'I del medio de cuttivo y el crecimiento de 1os brotes. Resultando 
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Ja dosis adecuada 28 mg/L, al· .no· afectar Ja -capacidad morfogenétjca de 
los brotes de piña en BIT (Fundara et atr 2007). 
Detgado (2004 ), utilizando yemas· laterates de- Ananas comosuS, aicanzo 
un promedio de contaminación de 26,67%, to cua1 oonsidero como un 
porcentaje de contaminación bajo en esta especie, ya que en ensayos 
preliminares reporto porcenta:j~s entre 90% y 100%; utilizando 
desinfectantes como ef NaOCl eri diferentes concentraciones (0.25 y 2%) · 
para las yemas y el a.utocla:vado fue reafJzado- a. t2t ºC. a t5 lbs- de-
presión por 30 minutos, par.a la esterilización del medio de cultivo. 
3.3.1.5.2. Respuesta de Jas vttf'oplantas ante el estímulo de Jos reguladores del 
crecimiento y desarrollo 
Ángel y Gonzáfés (2013), mediante 18 pro-pagacron in vitro de piña cultivar 
.gotden en un sistema de inmersión temporat; logro que en ta fase de 
mtiftiplicación con un tiempo de 5 minutos de inmersión cada 2 horas, el 
número .promedio de brotes por éXJ>fantes sea cte 9041, sin embargo ar 
momento de la cosecha de 1as_ p1antu1as_ el mejor promedio de longitud. se 
obtuvo con un tiempo de 10 minutos de inmersión cada 2 horas, siendo 
este igual a 8,8 cm. Para este experimentootilizo--explantes. con una altura 
promedio de 2 -cm ·como material de ,jn!cio, dos cuales provenían de Ja 
·fase de multiplicación subcUltivados mediante· técnicas convenciona1es, 
para ta elaboración ·del medio de ·cultivo fiquido se usó la formulación 
propuesta por Murashige y Skoog· (1962}; suplementada corl f mg/J· de 
'BAP (Bencilam1nopurina), -30 gtf de sacarosa y pH de 5. 7, para 1a fase de 
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muJtipJicación y para Ja fase :de desar:roJJo <el medio de cufüvo ffquido 
estuvo compuesto por el· m!smo medio de cultivo utilizado en la-fase- de 
multiplicación per-o ron 'los macr-0 ·y micronutrientes reducidos al ·50% y sin 
ta aplicación dé BAP-. 
Basail et al., (2012), determino que et coeficiente de muftipticacfón y fa 
altura (cm) de las planttílas de plátano vianda "1NtVITPV06-30", 
propagadas in vítro en lbs srr utrlízando como material vegetar pfantas 
provenientes de la fase.· de- multiplicación con tres subcultivos,. están 
influenciados .por la Jnter.acción del tiempo de inmersjón -(10 minutos}, 
frecuencia· de inmersión-(cada 6- horas), medio-de,cuJtivo por explante"(40-
ml) ·y eJ número de expJantes f)Of frasco de cumvo (90), ·obteniendo los 
valores de 14, 7 5 para ef coeficiente de· multipl«:ación y· 1,43 cm' promedio 
para altura de pfanta, deSpués de 18 días de cuftivo. Se empfeó ef medio 
de cultivo de multipltcación constituido por sates Ms- (1'962-y con 2;25 mg/f 
de s~aenci1aminopurina (6-BAP), O,t)S mg 1 de ácido indo1acético (A1A); 
30.,0 g/t de sacarosa y 10.0 mg/t' de ácido ascórbieo. 
Espjnosa .et al~ .(2007), utiliiando vitropfantas de vjofeta africana y 
después de· evaluar diferentes- combinaciones. de 6,..bencilaminopurina (6-
BAP) y ácido ,naftafenacético {ANA), con el empJeo deJ sistema de 
inmersión temporal en la multiptiCación in vitro de" la especie~ logró· un 
mayor número de brotes por exptantes cúando se emplearon tas 
combirtadones de 0',5 mglt y 1·,o mg/t ·cte 6-BAP· y· O; 1 mg/I" de ANA, 
conjuntamente con el empleo del S1T permffió e1evar e1 indice de 
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mu!tipjjcación de Jas vitropJantas hasta 21,2 re$pecto e 9,65 obtenido 
mediante técnicas convencionales en· el· mismo estudio~ Sin embrago' la 
1ongitud de ias vitroplantas fueron ·significativamente menores en 4os SJT, 
. . 
con un valor de 1, 13 cm' respecto a 2,39 cm" obtenidO por- técnicas· 
convencionafes, asumiendb que este resultado pudo estar condicionado 
por una mayor competencia entre las plantas por los nutrientes y la tuz; 
1as inmer8iones se realizaron 2 veces a la semana durante 5 minutos. 
Escalona et al., ( 1.999). •. a través de. la micropropagación.. de. piña en un; 
sistema de inmersión .temporal, .obtuvo Ja mayor tasa de multiplicación 
(106) al cultivar 120 explantes de 2-3 cm· cada uno.; los explantes fueron 
·cumvados en medio de multiplK:ación {MS + 2, 1 mg/I BA + 0,3 mg/1 NAA) 
suplementado con 1 mgl• de paclobutraiol (PB) por7 semanas: Después 
det ·periodo de muftiplicación de brotes el medio fue quitado y cambiado 
por el medio MS suplementadO con 0~5 mg/t BA + t mgflAG3·, después de 
7 dfas este medio fue reemplazado por un medio MS suplementado con 1 
mg/I AG3 para fograr ef crecimiento de tos brotes.; durante fas semanas de 
cultivo las plántulas se sumergieran por 2. minutos. cada.3 h .. 
Escalona et al., (1999).,. sug.ieren. que las tasas. de multiplicación se ven 
afectadaS por el volumen de medio de ooltivo por explante, siendo el más 
adecuado en una relación dé 200 mJ/explante~ obteniendo· una tasa de 
multiplicación 1guat a 23, encontrándose que vofúmenes superiores a este 
disminuyen et coeficiente de multrp~caciórr. 
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Escalona .et al, { 1999), aluden .que ,ef uso -del medio MS {1962) con ácido 
giberelico ( 1 mg/I) estimulo la elongación-· de- los brotes obtenidos en ~a 
fase de· muJtipJicación en· eJ sistema de ·;inmersión temporaJ. Este enfoque 
demostró ta necesidad- de lograr· 1a~ difereooación y rriuJtip•icación- de 
grupos de brotes o clusters antes de tener 1a influencia de1 ácido 
giberetico sobre et crecimientO, y lograr plantas con atto grado de 
uniformidad. 
Delgado (2004). obtuvo. ·1a. más.alta. tasa. de.proliferación at propagar piña 
mediante procedimientos convencionales deJ cultivo in vitro a partir de 
yemas axilares provenientes- de- la cor-ona, con- un promedio dec 16, 8-
brotes después de 60 dias de cultivo, 'Y estos finalmente Uegarian a ser 
plántulas normales; usando mediO liquido, M&S a'· cóncentraciótl· total 
suptementado con 1,0 mg/l de SAP en ta ·fase de múftiplicación de brotes. 
3.3.1.5.3. Respuesta de la influencia del sistema de inmersión temporal en la 
aclimatación de vitropfantas 
·Escalona et al.,. (1.999),. citan. que la.combinación. de un. peñodo de to 
semanas para Ja formación de brotes ·y 5~0 expJantes por Jjtro como 
inoculación inicial alcanzó el más alto, número- de plantas- aptas para, el 
"0nraizamiento y aclimatación ex vitro; ,las semanas de cultivo se 
consideran a partir de la inoculación- en el· StT. 
. . 
Escalona et al., (1999}, meneiooan que mediante urr esquema de 
producción es posible Obtener aproximadamente 120 brotes de ocho 
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yemas de ,corona -en alrededor de 1.0 semanas a través de técnicas 
convencionales. Después de- otras 8° semanas, con la- multiplicación de 
estos 120 brotes -y ,eJ alargamiento de 4os mismos en ios biorreactores de 
. -
inmersión temporat, se produjeron; urr total ~ 6000 brotes- competentes· 
·tisto pata el enraizamiento y ~timatación ex vitro. Un adicionat de 5000-
6000 brotes requirieron un tratamiento in vifro adicionat antes de ta 
aclimataCión en su período normal. 
· Escalona et al., ( 1999);- aJuden que- plantas menores, de- 4 cm tienen. los, · 
niveles más bajos de supervivencia {27%}, plantas con una altura· entre 4 
y 6· cm obtuvieron una supervivencia ·(55%), pero se:• consideraban que--
requieren -otros tratamientos ex vitro· antes del periodo normal de 
acirrnatación, sin embargo, las- Plantas· más grandes de' 6 cm podrían· 
cultivarse d1rectamerite en invernadero obteniendo una supervivencia de 
90%. 
Angel y Gonzáfes (2013J, obtuvo plantas con una longitud promedio iguar 
a 8~8 cm,. siendo una. catacteristica. •jmp_ortante_ para que en. la_ fase_ de. -
aclimatación Jogre el 1UO% de .sobrevivencia. Teniendo en cuenta que la 
micropropagación se realizó mediante el- sistema de inmersión temporat 
http://WWw.imciencia:com/index.php~ menciona qt.le- la· aclimatación-del 
material ·producido por inméfsión temporal, ha demostrado tener 
condiciones favorables para ta actrmatación de las' ptantas-. Esta se reatiza 
ex vitro, y en el caso de piña y caña, es exttoso cas1 a1100%, siendo en et 
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caso de ·café, neoesarjo que ·las pequeñas yemas se mantengan por un 
mayor tiempo de subeultivo, donde- se-produce, la fase de; enraizamento, 
fuego det cu~ se ;puede aclimatar. las plantas que provienen de 
inmersión poseen laminas fotiareS serosas comparadas con; las ptant8S-
tiúmedas de ta propagación convencional, por tanto ta deshidratación éS 
menor en tas _pfantas provenientes· de estos sistemas dtJrante 
adimatación. En tubérculos de papa propagados en inmef'Sión temporal, 
estos pueden ser guardados .bajo condiciones ambrentafes .· y 
trasplantadas. directamente- a campo-sin aclimatación~ 
Delgado (2004), en el proceso de aclimatación de plántulas: de Ananas 
eomosus Jogró un 96.c8% de plántulas aclimatadas ·como promedjo, las no 
aclimatadas fueron· pfántuias· pequeñas o·lésionadas~ durante: el proceso· 
de actfmatación, mas no -pOr efectos "fisrotógfuos de este proceso. No se 
observaron signos de marchites durante los primeros dias de 
aelimatación, 1o cua1 es usual observar en otras especies: esto nos indica 
fa rusticidad de Ananas comosus af proceso de aclimatación. 
Mas {2013), determjno ·que el por-centaje de súpervjvencia de las 
plántulas de pjñón (Jatropha' curcas l.); propagadas in· vitro· a- través de 
efnbriones cigótiCos en el proceso de actfmatación está influenciado por la 
interactión de tos inductores de crecimiento (ANA y AtB)' y tas 
concentraciones (3 ppm/20 minutos, 1 ppm120 minutos y_ ·2 ppm/20 
minutoS,); obtenrendo promedros de 94, 18" y 95,9-0% en la etapa de 
actimataclon para los lnductore.s. de crecimiento respectivamente,. y 
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tespécto a Jas ooncentraciones, .estas actúán de igual forma en el 
porcentaje de supervivencia de-plántuJas decpiñótt 
Mohammed y Vidaver (1"990~; aseguran·, que ta presencia de raices' en 
p1antas 1eñosas garantiza atta supervivencia en ta actimatización. 
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JV~ MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. f''uente de exf)lante 
Los explantes utmzStlos· err'los' Bff's, estuvi~on' conStiwidos~ pór ptánfulas· de · 
·2 a 3 cm, con dos a etres brotes, tas que fueron Obtenidos a partir de yemas 
raterates _provenrentes de ta corona del fruto y cultivadas bajo condiciones in 
vitro; estas coronas de piña fueron obtenidas en un punto de venta de piña 
"Gofden" ubicado en ef trayecto de Ja ·.carretera Tarapoto-lamas, siendo 
•identificadas por sus características cualitativas. (apariencia, forma,, sabor. · 
etc.} del cultivar. 
4.2. Metodología 
4.2.1. Ubicación def experimento 
'Ef trabajo de investtgación 'se desarroHó en el 'Laboratorio de Biotecnología 
Vegetal de la Estación Experrmentat' Agraria "'El Porvenir". - Tarapoto - INtA, 
situado en e1 distrito de Juan Guerra a 14,5 Km de la ciudad de Tarapoto, vía 
carretera Femando Befaúnde Tetry (Tarapoto - Juanjui). A continuación 
detallamos la ub1cación política. y geográfica: 
4.2~ 1.1. Ubicación potítica 
Región 
D~partamento 
ProVincla 
Distrito 
San Martín 
San Martín 
San Martin 
Juan Guerra .·. 
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4.2.1.2. Ubicación geográfica 
Longitud Oeste 76º 21' 15" 
Latitud Sur 06º 36' 15" 
Altitud 330 m.s.n.m.m. 
Zona de Vida bs-T (Holdridge, 1978) 
4.2.2. Procedimiento para la micropropagación de piña cultivar MD-2 "Golden" 
4.2.3. Limpieza y extracción de hojas de la corona 
El material vegetal utilizado en el establecimiento del cultivo in vitro procedió 
de coronas de frutos de piña (foto 1 ), las cuales se seleccionaron 
previamente. Teniendo en consideración la procedencia del material, y para 
evitar futura contaminación por causa de agentes patógenos en la fase de 
introducción o establecimiento, se procedió al lavado de las coronas con agua 
para eliminar impurezas. A las coronas se les realizó un corte en la zona 
basal para lograr retirar el tejido muerto, se extrajeron totalmente las hojas 
para exponer las yemas. Los talluelos o cormos (foto 2) se sometieron a un 
lavado en solución de agua con detergente por 1 O minutos, en continua 
agitación, después se removió los residuos del detergente mediante lavados 
con agua destilada. 
, 
Foto 1: Coronas de piña "Golden" Foto 2: Conno mostrando yemas 
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4.2.4. Proceso de asepsia o desinfección (en cámara de flujo laminar) 
a) Primera desinfección 
Se transfirieron los cormos a una 
solución de hipoclorito de sodio (NaOCI) 
al 1 % con 2 gotas de tween 80 (por 
cada 100 mi), sumergidos por 10 
minutos en continua agitación, luego 
son lavados por tres veces con agua 
destilada estéril. 
Foto 3: Yemas axilares con tejido 
basal 
La extracción de las yemas axilares (foto 3) se realizó con parte del tejido 
basal, y con la ayuda de un bisturí. 
b) Segunda desinfección 
Las yemas extraídas se sumergieron en una solución de hipoclorito de 
sodio (NaOCI) al 0,5% con 2 gotas de tween 80 (por cada 100 mi), por 5 
minutos en continua agitación, lavándose por tres veces con agua 
destilada estéril. Retiramos el tejido basal de las yemas. 
4.2.5. Cultivo in vitro de yemas (explantes) mediante la micropropagación 
convencional 
4.2.5.1. Fase de iniciación 
Las yemas idóneas (foto 4) previamente extraídas o aisladas, se inocularon 
(foto 5) en un medio (anexo 1), con sales MS (Murashige y Skoog, 1962) a 
concentración media, suplementado con tiamina 0,4 mg/L + sacarosa 30 
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g/L + 6-BAP 3 mg/L + 100 ml/L de endospermo líquido de coco+ G-1 30 
mg/L, pH = 5, 7 para darle condiciones in vitro y haber logrado la supresión 
de latencia, diferenciación del tejido meristemático e inducción de 
crecimiento {foto 6); procedimiento desarrollado en la cámara de flujo 
laminar y después llevado a constante agitación (30 rpm). 
1 
\ 
Foto 4: Yemas axilares idóneas 
para la inoculación 
Foto 5: Inoculación de yemas axilares en 
el medio de cultivo 
Foto 6: Inducción y crecimiento de la yema 
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4.2.5.2. Fase de multiplicación 
Una vez obtenidos los brotes en la fase previa, estos se transfirieron a un 
medio (anexo 2), con sales MS (Murashige y Skoog, 1962) a concentración 
total, suplementado con tiamina 0,4 mg/L +ácido nicotínico 0,5 mg/L + 6-
BAP 2 mg/L +ANA 0,3 mg/L, +sacarosa 30 g/L, pH = 5,7 hasta lograr la 
multiplicación de botes (foto 7 y 8), y completar los cinco subcultivos. 
--
¡· 
.•. ,, 
,..... 1 - , 
, , I • 
~· r .. / ! } "-,. ¡ 
Foto 7: Multiplicación de brotes 
(1° subcultivo) 
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4.2.6. Cultivo de explantes en el sistema de inmersión temporal (SIT) 
4.2.6.1. Descripción del sistema de inmersión temporal 
El sistema estuvo constituido por dos 
botellas de plástico; uno para el cultivo 
de plantas y un depósito para el medio 
líquido. Las dos botellas conectadas por 
una manguera de plástico flexible ".<';""~:· •..- -~;~'* 
1 
constituyen 1 unidad BIT. En cada caso, Foto 9: Filtros hidrofóbicos conectados 
el flujo de aire fue esterilizado por el 
paso a través de filtros hidrofóbicos (foto 9) de 0,2 µm. La presión de aire 
generada por un compresor, empujará el medio de una botella a otra para 
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·sumergir Jas ;pJantas oompJetamente. · Fmalmente ·eJ flujo ·de aire se revertirá 
para retirar el medio· deJ envase-de- cultivo· de plantas. las botellas utfüzadas 
tenian una capacidad de 5 Htros. 
Temporizadores dlgita1es controlaron 1a fretuencia (cada 4 horas) y duración 
del _periodo de inmersión (4 minut~); vátvutas de solenoide efe tres vias 
proporeionan funCionamlento on/off. 
4.2s6~2~. Protocolo para la preparación. de, bioneactores de. inmersión. temporal 
a) MaterJaJes utilizados~ 
Para la prepáración de' los· BlT's· los- materiales utilizados son de- uso-
oomún, por tanto accesibles taloorno muestra el cuadro 3. 
Cuadro 3': MateTiates utifizados en ta preparación del BIT 
-Cantidad Pf'oducto Caractedsticas Ubicación-en el BtT 
18 Soterras de pfástico Forma: rectanguJar · ; Capacidad: 5 litros 
'1 Pegamento 
72 Anillos de- arumillio· Forma: circulares én_ ~as tapas de 
-las boteUas 
36 Tubos de. aluminio .Largo aprox.~ 3.5cm En fas tapas de Diámetro: 1(4"' . · tas botertas. 
'1"8 Mangueras de largo aprox. ~ 35cm Dentro de tas plástico Diámetro: 114" botellas: 
9 Mangueras de largoaprox.: 25~cm . Conectan las ; plástico Diámetro: 1-14" ·.botellas. 
18 Mangueras de largo.aprox.:. 12.cm. Conecta. las plástico Diámetro: 114" botellas al filtro. 
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b} p,rocedimient-0~ 
1. Se cortaron los tubos de- aluminio y· las mangueras de- plástico· según 
·4as medidas recomendadas. 
2. Se realizó dos orificios err las tapas- de· ras- boteffas de plástico con la 
ayudad de un tubo de metal. 
3. Se colocaron fos tubos de afümrnio en los orificios realizadas en tas 
tapas. 
4. ,Luego·se preparó Ja mezcta def pegamento (foto 10) e introducimos· 
junto a tos tubos- de, alum1ruo~ y sobreponer los· anillos. de, aluminio; 
.esperamos eJ secado del pegamento. 
5. Se colocó una manguera de- plástico ~foto- tt} con aproximadamente· 
35 cm en un extremo del tubo de aluminio Nº 01, que se ubicara 
dentro dé la botella Nº 01'. 
6. Se tomó otra manguera de plástico con aproximadamente · 12 cm y la 
conectamos al. tubo de aluminio N°· 02, que se encuentra en la botetfa 
Nº01. 
7. los pasos 5 y 6 se repetirán para fas demás botetfas. 
8. Finalmente se conectó. la botena. Nº t y 2,, con una manguera de 
plástico de aproximadamente 25 .cm, conformando la denominada 
unidad de biorreactor de inmersión temporal 'BlT); tal como muestra 
Ja foto 12. 
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/ 
Foto 10: Pegamento para las tapas 
:::.::.;;;;¡;;;;¡..:::;..-
~:~" 
Foto 12: Unidad BIT 
Foto 11: Ubicación de 
la manguera 
4.2.6.3. Protocolo para la desinfección y esterilización del BIT 
a) Desinfección de tapas y mangueras de plástico (en cámara de flujo 
laminar) 
1. Se preparó la solución de NaOCI al 0,05%. 
2. Se sumergieron las tapas y manguera en dicha solución, por 15 
minutos. 
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3. Se lavó con agua destilada estéril, para retirar residuos del NaOCI. 
4. Se dejó los materiales en la cámara hasta que se pierda el exceso de 
agua. 
b) Desinfección de botellas de plástico (en cámara de flujo laminar) 
1. Se preparó la solución de NaOCI al 0,05%, y enjuagamos. 
2. Lavamos con agua destilada estéril. 
3. Dejamos los materiales en la cámara hasta que se pierda el exceso 
de agua. 
c) Esterilización del BIT, mediante irradiación (luz UV) 
Después de haber desinfectado y preparado las unidades BIT, estas se 
esterilizan (foto 13) mediante irradiación (luz UV) por 60 minutos, proceso 
mediante el cual se libera de cualquier microorganismo vivo o espora. 
--------- -- - :--:, 
Foto 13: Esterilización (con luz UV) de BIT's y medio de cultivo 
4.2.6.4. Procedimiento de introducción de explantes al BIT (en cámara de flujo 
laminar) 
1. Seleccionamos los explantes (foto 14). 
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2. Inoculamos explantes (foto 15) en la botella estéril Nº 01. 
3. Luego se disolvió el esterilizante químico (G-1), para luego depositarlo en 
la botella estéril Nº 02 del BIT. 
4. Se dispensó et medio de cultivo líquido estéril, en la botella Nº 02. 
5. Luego se sellaron las tapas de las botellas, con ta ayuda de la cinta. 
6. Se conectaron los filtros esterilizados a las mangueras ubicadas en tas 
tapas. 
7. Finalmente se llevarán los BIT's al área de incubación, para ta conexión 
(foto 16) con las mangueras transportadoras de aire comprimido y darle 
las condiciones de cultivo (foto 17). 
Foto 14: Explantes seleccionados Foto 15: Inoculación de explantes 
' "" ''. . ,,. 
Foto 16: Conexión de BIT's Foto 17: BIT's en el área de incubación 
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4.2.6.5. Fase de multiplicación 
Los explantes utilizados fueron multiplicados mediante técnicas 
convencionales in vitro a partir de 5 yemas axilares, estos procedieron del 
tercer subcultivo (foto 18), y estuvieron constituidos por plántulas de 2 a 3 
cm (foto 19), que se cultivaran en un medio (anexo 3) con sales MS 
(Murashige y Skoog, 1962) a concentración total, suplementado con tiamina 
0,4 mg/L + ácido nicotínico 0,5 mg/L + 6-BAP 2, 1 mg/L + ANA 0,3 mg/L, + 
sacarosa 30 g/L, pH = 5,8 por un periodo de 6 semanas para inducir a la 
proliferación de brotes (foto 20) y la obtención de una alta tasa de 
multiplicación (foto 21). 
Foto 18: Plántulas de pifta (3er subcultivo) Foto 19: Plántulas con 2-3 cm 
Foto 20: Proliferación de brotes (3ra semana) Foto 21: Plántulas con 6 semanas de cultivo 
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4.2.6.6. Fase de elongación 
Después de la sexta semana se procedió a cambiar el medio para 
multiplicación por el medio (anexo 4) que tenía la siguiente formulación: MS 
(Murashige y Skoog, 1962) a concentración total, suplementado con tiamina 
0,4 mg/L + ácido nicotínico 0,5 mg/L + 6-BAP 2, 1 mg/L + AG3 1 mg/L, + 
sacarosa 30 g/L, pH = 5,8 por un periodo de 6 semanas hasta que se logró 
el crecimiento de las plántulas (foto 22 y 23). 
Foto 22: Plántulas con 9 semanas de cultivo Foto 23: Plántulas con 12 semanas de cultivo 
4.2.6.7. Fase de enraizamiento 
Transcurrido las 6 semanas, las plántulas estuvieron preparadas para 
cambiar el medio de elongación por un medio (anexo 5) para enraizamiento, 
el cual tenía la siguiente formulación: MS (Murashige y Skoog, 1962) a 
concentración total, suplementado con tiamina 0,4 mg/L + ácido nicotínico 
0,5 mg/L +endospermo liquido de coco 20% +sacarosa 30 g/L, pH = 5,8 por 
un periodo de 4 semanas hasta que se logró el desarrollo radicular. 
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Foto 24: Plántulas después de 16 semanas de cultivo 
4.2.7. Fase de aclimatación 
Del número total de plántulas obtenidas en el sistema de inmersión temporal, 
después de 16 semanas, se tuvo en cuenta la siguiente clasificación: 
Las plantas se seleccionaron en clases (A: 12-8 cm, B: 4-8 cm, C: 0-4 cm), 
siguiendo una metodología similar propuesta por Escalona et al. (1999), y 
basados en estos resultados, plantas con longitudes mayores de 4 cm se 
consideran competentes para enraizamiento ex vitro y aclimatación. 
El sustrato empleado estuvo , 
constituido por dos partes de 
cascarilla de arroz más una parte de 
arena, estableciendo una relación de 
2: 1; la esterilización se realizó en 
autoclave a 121 ºC, a 15 lbs de 
presión por un período de 30 
minutos. 
Foto 25: Sustrato esterilizado 
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Las plantas antes de ser sembradas en el sustrato para la aclimatación, se 
sumergieron en una solución de fungicida (carbendazim 1,5 ml/L) + 
bioactivador enzimático-antioxidante-antiestres (2,5 ml/L) por 15 minutos. En 
el vivero se realizaron riegos constantes y se hizo aplicaciones de fertilizantes 
foliares (20-20-20) en una dosis de 3 g/I. 
4.2.8. Condiciones de cultivo 
Los explantes y plántulas fueron mantenidos en el ambiente de incubación 
bajo las siguientes condiciones de cultivo (anexo 6), indicadas por los 
instrumentos utilizados (foto 26 y 27): 
• Luz: bajo una intensidad luminosa de 2,400 lux/m2. 
• Fotoperiodo: se mantuvo bajo 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. 
• Temperatura del área de incubación: se mantuvo un promedio de 25 ºC. 
• Humedad relativa del área de incubación: se mantuvo una baja humedad 
promedio de 27%. 
• Humedad relativa dentro del BIT: con una humedad promedio equivalente 
a96%. 
Foto 26: Luxómetro Foto 27: Termohigrómetro 
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4.2.S. Tl'atamientos -en .estudio 
B estudio experimental que se- realizó- utilizando material· vegetal proveniente 
. . 
de cfa propagación convencionaJ· in vitro de piña, a trávés de yemas axilare5 de 
la corona del fruto; tuvo cómt1 fin eVatuar la tasa de multiplicación y et' total de 
plántu1as aprovechab1es utilizando un sistema de inmersión temporal. 
los tratamientos en estudio, fueron: 7 explanteslBlT,. 10 explanteslBIT, 13 
expfantes/BIT. El volumen de r:riedío de cultiVo por explante se determínó 
siguiendo ta relación de t explante/200. ml~- propuesto. por Escalona et aL 
{1999). 
* Explante, en un sistema de inmersión ·temporal -00nsideraremos a aquellas 
plántulas entre 2 a 3 cm, cC>n dos a tres bfotes: 
** Unidad BIT (bforreactor de inmersión temporat), estuvo conformada por tos 
recipientes encargados de contener et medio y e1 material veg~ta1 con sus 
respectivas mangueras y filtros; 
4.2.10. Diseño experimental 
El Diseño Completamente al Azar (:D~C-.A~)-. con 3- tratamientos en. estudio- y 
cada tratamiento -con 3 repet-iciones -u observaciones (cuadro 4). En cada 
repetición se evaluó' 7, 1-0 y- t-3- e-xplantes,. siendo un t-Otat de· 21, 3-0 y- 39, 
ptántu~ás evaruadas por tratamiento respect1vanlEmte. la unidad experimental 
(U. E.) estuvo constituida por 1 unidad' BIT (1' bote11a conteniendo los 
exptantes + 1 bote1ta para el ntedio tiquido). 
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Cuadro 4: Repeticiones, densidad de inóculo (número de explantes/BIT), 
tratamientos 
Repeticiones Número de explantes/BIT Tratamientos 
7 T1 
1 10 T2 
13 T3 
7 T1 
11 10 T2 
13 T3 
7 T1 
111 10 T2 
13 T3 
4.2.11. Variables evaluadas 
Después de 16 semanas de cultivo, se evaluó las siguientes variables: · 
a) Contaminación 
La presencia de 
microorganismos se evaluó 
por observación directa (foto 
28), después de transcurrir 7 
días a partir de 
\1· \ 
introducción de explantes al 
. ~ . / . 
sistema de inmersión 
temporal. Para luego 
e __ / 
-- + 
\ . - ~.~ 
'-...____../ 
----
Foto 28: BIT's en estado aséptico 
realizarse el conteo necesario y obtener el porcentaje de contaminación 
para cada tratamiento; utilizando la siguiente fórmula: 
Unidades BIT contaminadas 
% contaminación = ---- -- x 100 
Total de unidades BIT 
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b) Número de plántulas obtenidas por tratamiento 
Se determinó después de haber cultivado por 16 semanas los brotes 
iniciales, mediante conteo de las plantas obtenidas. 
e) Número de plántulas según clase por tratamiento 
Después de haber determinado la altura de las plantas, las agrupamos en 
clases (A: 12-8 cm, B: 4-8 cm, C: 0-4 cm) tal como muestra la foto 29, 
siguiendo una metodología similar propuesta por Escalona et al. (1999). 
1 
\---
- .~.5 E 
r" 
L. 
( l..ASF 
.B 
Foto 29: Plantas según clase 
I 
d) Altura de las plántulas obtenidas por tratamiento 
' 1 
i 
' 5 
" 3 
1. 
1 
Se evaluó después de 16 semanas, para este parámetro fue necesario 
utilizar papel milimetrado (foto 30 y 31 ). 
,...._ __ ._..;.;:m 
Foto 30: Determinando altura de planta Foto 31: Plantas con diferentes alturas 
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e) Supervivencia (Plántulas sembradas Vs. Plántulas aclimatadas 
según clase) 
Después de 16 semanas, las plantas obtenidas en los BIT's se sembraron 
en su respectivo sustrato considerándose el 100% de estas. Este 
parámetro se evaluó a los 21 días después de haber realizado la siembra 
(foto 32, 33 y 34). 
Foto 32: Plantas clase e (después de 21 días) Foto 33: Plantas clase B (después de 21 días) 
Foto 34: Plantas clase A (después de 21 días) 
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Para ·determinar Ja supervivencia aJ traspJante en condiciones de vivero, 
se consideró las ciases (A: 12-3 cm, B·: 4.;a: cm~ C: 0.-4° cm) anteriormente· 
descritas, mediante ia siguiente formufa: 
N? de. plántulas. aclimatadas 
% Supervivencia:----------· X 100 
Nº -de plántulas sembradas 
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V. RESULTADOS 
5.1 De la contaminación 
Nº e1rs .:JI~ ,,_ ~ 
~ ~ 
3.0 
2.0 V 
1.0 V 
o-V u u V - - - - -
.o 
Tl: 7 explantes/BIT T2: 10 explantes/BIT 13: 13 explantes/BIT 
•Contaminados DNo contaminados 
Gráfico 1: Número de BIT's contaminados según tratamientos 
5.2 Del número de plántulas obtenidas por tratamiento 
Cuadro 5: Análisis de varianza para . el Número de plántulas obtenidas 
(datos transformados por .../x) 
Fuente de Suma de Media Sig. Del P-
G.L. F.C. 
variabilidad cuadrados cuadrática valor 
Tratamientos 50,889 2 25,444 14,312 o 005 ** 1 
Error experimental 10,667 6 1,778 
Total 61,556 8 
R2 = 82,7% c.v.= 8,33 % Promedio = 16,0 
-significativo a= 0,01 
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Nº plántulas 
361,0 b 
n: 7 explantes/BIT T2: 10 explantes/BIT T3: 13 explantes/BIT 
Gráfico 2: Prueba múltiple de Cunean (a = 0,05) para los promedios de 
tratamientos respecto al número de plántulas obtenidas 
5.3. Del Número de plántulas Clase A (8-12 cm) 
Cuadro 6: Análisis de varianza para el Número de plántulas Clase A (8-12 cm) 
(datos transformados por -./x) 
Fuente de Suma de Media Sig. Del P-
G.L. F.C. 
variabilidad cuadrados cuadrática valor 
Tratamientos 0,905 2 0,453 11, 191 o 009 ** , 
Error experimental 0,243 6 0,040 
Total 1,148 8 
R2 = 78,9% c.v.= 13,79 % Promedio = 1,45 
-Significativo a= 0,01 
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Clase A 
(8-12 cm) 
3.00 
2.50 
2.00 
1.so 
1.00 
.so 
2,94b 
,--~~~~~~~--=2~64~b===:--~~~-¡. 
Tl: 7 explantes/BIT T3: 13 explantes/BIT T2: 10 explantes/Brr 
Gráfico 3: Prueba múltiple de Duncan (a = 0,05) para los promedios de 
tratamientos respecto al Número de plántulas Clase A (8-12 cm) 
5.4. Del Número de plántulas Clase B (4 -8 cm) 
Cuadro 7: Análisis de varianza para el Número de plántulas Clase B (4 -8 cm) 
(datos transformados por .../x) 
Fuente de Suma de Media Sig. Del P-
G.L. F.C. 
variabilidad cuadrados cuadrática valor 
Tratamientos 0,124 2 0,062 6,643 0,030 * 
Error experimental 0,056 6 0,009 
Total 0,180 8 
R2 = 69.0% c.v.= 4,03 % Promedio= 2,35 
*Significativo a= 0,05 
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Clase B 
(4-Scm) 
7.00 
6.00 
s.oo 
4.00 
6,33 b 
S,34a 
3.00 "f'---------r--------........--------r 
T1: 7 explantes/BIT T3: 13 explantes/BIT T2: 10 explantes/BIT 
Gráfico 4: Prueba múltiple de Duncan (a = 0,05) para los promedios de 
tratamientos respecto al Número de plántulas Clase B (4 - 8 cm) 
5.5. Del Número de plántulas Clase C (0-4 cm) 
Cuadro 8: Análisis de varianza para el Número de plántulas Clase C (0-4 cm) 
(datos transformados por .../x) 
Fuente de Suma de Media Sig. Del P-
G.L. F.C. 
variabilidad cuadrados cuadrática valor 
Tratamientos 1,100 2 0,550 28,228 o 001 ** , 
Error experimental O, 117 6 0,019 
Total 1,216 8 
c.v.= 9,3% Promedio = 1,48 
-significativo a= 0,01 
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Clase e 
(0-4cm) 
3.50 
3.00 
2.50 
2.00 
1.50 
1.00 
.so 
3,31 b 
264b 
.oo -f'-~~~~~~--..--~~~~~~----r-~~~~~~~ 
T2: 10 explantes/BIT T3: 13 explantes/BIT n: 7 explantes/BIT 
Gráfico 5: Prueba múltiple de Duncan (a = 0,05) para los promedios de 
tratamientos respecto al Número de plántulas Clase C (O - 4 cm) 
5.6. De la Altura de plántulas obtenidas por tratamiento 
Cuadro 9: Análisis de varianza para la Altura (cm) de plántulas obtenidas 
Fuente de Suma de Media Sig. Del P-
G.L. F.C. 
variabilidad cuadrados cuadrática valor 
Tratamientos 2,360 2 1,180 10,993 0,010 * 
Error experimental 0,644 6 0,107 
Total 3,004 8 
R2 = 78,6% c.v.= 5,53 % Promedio = 5,91 
*Significativo a= 0,05 
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Altura 
(cm) 
7.0 
6.0 
5.0 
4.0 
6,6 b 
5,7 a 
3.0 ~----------------.---------< 
n: 7 explantes/BIT T3: 13 explantes/BIT T2: 10 explantes/BIT 
Gráfico 6: Prueba múltiple de Duncan (a = 0,05) para los promedios de 
tratamientos respecto a la altura de plántulas obtenidas 
5.7. Supervivencia (Plántulas sembradas Vs. Plántulas aclimatadas según 
Clase) 
1600 
1400 1334 
1200 
1000 
o===.Nº de plántulas 
'--''=---"lt.=------- sembradas 
800 (24/08/13) 
600 +------1/-~--------~---- -=-Nº de plántulas 
400 
200 
o 
aclimatadas 
'~~------------'---401-- (07/09/13) 
clase a clase b clase e 
Gráfico 7: Número de plántulas sembradas Vs. Numero de plántulas 
aclimatadas según clase 
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VI. DISCUSIONES 
6.1. Contaminación 
·En et 9ráfico 1, se observa que del 10tál de 9 urndades Bff instaladas en el 
estudio de los tratamientos, et T1 (7 exptantes/BtT} con 3· unidades BIT 
obtuvo un porcentaje de no contaminados igua1 a 100,00% (~). en el i2 (10 
expfantes/BIT) con 3 unidades BtT ihstafadas se obtuvo un 100., 00% (3) de 
no contaminados y lo mismo ocurrió de las 3 unidades BIT correspondientes 
aJ T3 (13 explantes/BJn un 100.,00% (3} no se contamino. Estos resultados, 
se pueden atribuir al efecto- que tuvo. el esterilizante químico- denominado- G-1 
sobre ·Ja Jnnibición de hongos y baterias, al mantener Jas unidades dé cultivo 
en estado aséptico después de· la inoculación de los explantes, periodo critico· 
y decisivo para mantener 1a calidad del pr-OcesO, tal como dice 
htfp~/Jwww.lmciencia.com/index:php, que aJ referirse sobre ta· cafidad· en et 
proceso de producción de una biofábrica, esta se debe entender por. % de 
contaminación {por hongos y bacterias). 
.La acción .biológica como .bactericida de amplio espectro y fung.ícida def 2-
bromo-5-(2-bromo,.2,.nitro-vlnil),.furano. (denominado. G-1.)., se. demostró. 
basándose .en -estos .prJncipios, v dando .consjderación al gráfico 1, se observa 
que los porcentajes de, contaminación del, total· de unidades BH se mantuvo 
en un 1-00,·00%, ademas se presume que 4as actividades ·concernientes al 
proceso de inóeutación fuerórl· realizadas· bajo normas· de· ihoctJidad; 
eorroborado pbr Hernández et al., (2006). 
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laeficiente acción deJ G-1 sobre Jos microorganismós contaminantes se pudo 
lograr con una dosis de O, 1-1'4 g/L tal-como muestra el anexo- 3, sin- causar 
fitotoxicidad o -afectar fa capacidad morfogenética de tos brotes de piña en 
BIT, resultados cóntradictorios según- Hern'áhdez et al:, {2006) y- Fundara et 
al., {2007), donde recomiendan dosis entre-28 y 4'0-mg/l e inctuso se podría 
prescindir de ra esterilización por autoclave del" medio. 
Delgado _(2004)., en un estudio símifar sobre Ananas comosus, reafízado bajo 
técnicas convencionales alcanzo: un promedio- de- contaminación de 26-.6-7%; 
aJ -esterJüzar el medio de -cultivo -en autoclave, resultado poco eficiente si 
compramos los métodos -ds:-·esterilización empleados con el resultado que-
muestra el -gráfico 1. 
6.2 Oel númeTo de -plántufas obtenidas 
El análisis de varianza para et número de plántulas (cuadro 5) detectó 
diferencias altamente significativas al 99'% para la fuente de variabilidad 
tratamientos_, así mismo_, el- Coeficiente de Determinación (R2J eXPfiea en un 
82.1°/o ·1os efectos que han. tenido losJratamlentos estudiados~ sobre el número 
de plántulas. Por otro lado. el Coeficiente de Variabilidad (C. V.) con un vafor 
de 8,33% se encuentra por encima del máxim.o- permisible para trabajos. ·de 
·invest4gación r-ealfzados en laboratorio, taJ oomo Jo ~ndjca Ca!zada { 1982). 
lá prueba mwt1ple de Ouncan {o = -0,-05) para ros pro111edios de tratamientos 
(gráfico 2), también ha detectado dl-ferenciás significativas-entre los promedios 
de tratamientos, donde et T3 (~-3 exptantes1B1T) obtuvo e1 mayor promedio 
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con 361 plántulas, superando -estaaistJcamente a ,los tratamientos T2 (10 
explantes/BIT} y T1 (7 explanteslBtT} quienes obtuvieron promedios de 224,0· 
y 177,6 plántulas, esto nos indica como se vio afectada ta tasa de 
multiplicación para los tratarnienros at cOtisiderar· tres densidades de'. inócuto 
(cuadro 4) y como et número de plantas obtenidas está relacionado con el 
número de explantes/B'IT. At determinar ta tasa de muft~pticación (Plantas 
obteriidasYNúmero de exp1antes: 2341190) esta nos dio un valor ig.ua1 a 26, 
como consecuencia del pdncipio de funcionamiento def SJT, al facmtar una 
mayor incorporación y asimilación de.· los nutrientes. por los tejidos e 
lncrementar notabJemente Ja oxigenación del medio. tal como citan 
http://www.ecured.cu/index.php, y Mulet et aLr {1-999},. con la finalidad de-
pr-Oducir plantas en grandes cant~dades y en condiciones para la 
acttmatización. 
Respecto a ta tasa o indrce de multíplícacrón obtenido este se asume como 
favorable para lograr el fin en el proceso de micropropagación de plantas 
mediante SJT, guardando relación con fo mencionado por Ministerio de 
Agricultura - FtA_ (2004},. Ángel y Gonzáles (2013), Basai1. et aL,. (20t2},. 
Espinosa ,ef aL, ,(2007} y Escafona et al~ ,(1999), quienes füdican que para 
· lograr la eficacia en el- cultivo, es , necesario tener en cuenta la interacción 
entre eJ tiempo y frecuencia de inmersión, tfpo y densidad de inóculo, volumen 
de medio de cultivo, tiempo de proliferación, condiciooes de cuJtivo, genotipo· y 
uso de retardantes del crecimiento, factores que se tuvieron en cuenta para 
favorecer la multiplieaciórr de brotes. Sin embargo De1gadu (2004), obtuvo 
una tasa de muttip11cación 1guat a '16,'8 atribuyendo este resuttado a1 estímulo 
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de las· citoquininas sobre la división celular y la formacién de vástagos-
adventicios ·pues no -tuvo ,que ·considerar todos ros factores arriba 
mencionados al tratarse de la· propagación in vitro· mediante- procedimientos 
convencionales. 
Ademas se puede deducir qµe la alta pro1iferación de brotes, fue debido a la 
relación de los re_gufadores dercreciiniento _(auxiha/citoquihihaJ en et medio de 
cultivo utilizado en 1a. fase de mUJfiplicación. y a .1a asimllación. de nutrientes,. 
pues .el .crecimíento .celufar .está .en .estrecha ,relación -con Ja nutrición. sumado 
a esto el efecto de estímulos ambientales- o condiciones de cuJtivo~ De 
acuerdo a la .relación auxina/citoquinina, eJ efecto de su interacción a nivel 
fisiológico fue preponderante- sobre- la- diferenciación y· división- celular, 
·jnducción ~ ·ra -mortogénesis, ·inversión de ·4a dominancia apiCal, tal como lo 
indican Barceió et al: (2001); Pierik· (1987), Roca y Mroginskt (1991} 
6.3. Del Numero de p1antulas Clase A {8-12 cml 
Et análisis de varianza para el número de plántulas obtenidas ciase A (8-12 
cm) .(cuadro q) detecto diferencias altamente significativas ar 99% para ra 
fuente de vañabifidad tratamientos,. asl mismo,. e1 Coeficiente de 
.Determinación (R2} .explica .en .un 7.8.,9% Jos efectos que han tenjdo Jos 
tratamientos estudiados. sobre. el número- de. plántulas obtenidas. Por otro-
.Jada, --el -Coeficiente -de Variabilidad {C_V.~ -con -un varar de 13,79% se 
encuentra ligeramente- elevado· sobre- el máximo- permisible- para trabajos- de 
investigación ·realizados en-.Jaboratorio, tal comofü indica Calzada ( 1982). 
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La prueba múltiple de Duncan {a =· 0,05} para los promedios de tratamientos· 
(gráfico 3), también ha 'detectado diferencias signjficativas entre k>s promedios 
de tratamientos, donde el T2 (10 explantes/Bff) obtuvo··e1· mayor promedio 
con 2,'94 s1eTido este estadfsticamente iguai ai T3 (13 expfantes/BtT) quien 
obtuvo un promedio de 2;64 siencto estos tratamientos drstrntos at T1 ·· (7 
exp1antes181l) quien obtuvo un promedio de 1,00. Este resultado nos indica 
que la adecuada densidad· de ihocufo se manifestó en er T2 (10 
explanteslBIT). debido a la. lnfluenCia, positiva del SIT · sobre el crecimiento. y 
muJtip!icadón de Jas .plantas, Mulef etaL, { 1999}. 
Oe acuerdo al gráfico -3, nos Jndica que el mayor pfomedio de plantas para fa· 
clase A (8-12 cm} se vio· favorecido por las el número de explantes en relación· 
·al votumén del envase de cu«ivo, proporcionando a tos expfantes una mayor 
·· rriterceptaCión dé tui y asimüaciórr dé nutrientes~ éorrdborado por Ministeritf 
de Agricu1tura - F1A (2004), Ángel y Gonzátes (2013), Basail et al., (2012), 
E~pinosa et al:, {2007,J, Escalona et af., (l~}. Encontrándose que 
densidades ·1nfenores al T2 (10 explanteslBIT) disminuyen ta calidad de las 
plantas. 
La acción tisioJógica de citoquininas y gjberelinas utilizados en el medio de 
cultivo para la fase de elongación estimulo la diferenciación, entonces el, · 
crecimiento pudo efectuarse en 'Cada una de 4as regiones de ta planta que · 
Contribuyen at crecimiento- longitudinal· (el meristemo- apica•; el ·subapicaJ y la·· 
··zona de etongadón), 'Y i0grar pfantaS umformes, Citado por Bárcetó et al., 
(2001), Pierik (1987'), Roca y Mroginskr ft991). 
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"A~ -Del Hümerc04e f)Jántulas-Clase B {4-8 an~ 
El análisis de varianza para- el· número de plántulas clase- B- (4 -8- cm) (cuadro 
7) detectó diferencias -signfficativas ·af -95% para ·fa fuente de variabilidad 
tratamientos, asi misrno, e1- Coeficiente- de- Determinaciórr (R2)- explica en urr 
-69,"0%-tos efectos que han tenido-tos tratamientos estudiados sobre et número 
efe _ plántulas erase B- {4 - a- Cl11J. Par otro tacto, er Coeficiente de Variabitidad 
{C:V.) con un valor de 4,P'3% se encuentra dentro del rango perrriisib1e para 
trabajos de Jmrestigacíón reafiZados en Jaboratario, taf como fo indica Cafzada 
(1982). 
La prueba múltiple- de- Duncan (a =-Oi 05) para les- promedios- de- tratamientos 
(gráfioo-4) -también -ha -detectado diferencias ·sigrnfieativas entre los promedios 
de- tratamientos~ donde et· T2 (10 explanteslBIT) obtuvo- el mayor promedio· 
con '6, 33 "Superando estadísticamente a ros tratamientos T3 ( 13 expfantes/BtT) 
y T1 (7 expfantes/BtTY quienes obtuvieron promedios de 5,34 y 5,02-
respedivamente. Este resultado corrobora qµe 1a adecuada densidad de 
inoculo se manifestó en el' T2 (10 exptantes/BITJ debido a fa iilffuencia positiva 
del SIT sobre el crecimiento y multiplicación de las plantas,. Mulet et al., . 
. (:1999). 
-8 .mayor ·promedio -de plantas -para Ja ciase 8 -(8-t2 -cm~ según eJ gráfico 4, 
nos indica que se- vio· favorecido· por las el número-de explantes en refación al· 
-volumen del oenvase de 'CUitivo, proporcionando -a ·ros explantes una mayor 
interceptación de tuz- y· asimitaciórr de- nutrientes; corroborado- por Ministerio 
de Agricultura - 'PIA {2004.), Ángel y Gonzates (2013), Basai1 et al., (2012), 
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Espinosa ~t ..al, {2007)1 EscaloRa .et -al, {1-999). Encontrándose que 
densidades inferiores o superiores al T2 (10 explantes/BlT) disminuyen la 
-~idad de 1as plantas. 
·ta attión 'fisiológica de titoquininas y gibetelinas utilizados en e1 medio de 
cultivo para ta fase de elbngación estimulO fa diferenciación, entbnces et· 
creCirriiento pudo electuarse en cada una de 'las regiones de 'la planta que 
contribuyen .ar .crecimiento .longitudinal' !el .meristemo apical~ el subapicaf y la 
zona de e1ongaCión), favorecido. por las condiciones de. cultivo que. en. 
consecuencia se Jogr-0-plantas11niformes -Y -en mayor ,proparción respecto a la 
clase A y C, citado- por Barceló et aL,, (-2001)~ Pierik· (-1987), Roca y Mroginski-
s~s. Del Número de-plántulas Clase-C {0-4-cm) 
Et anál1sis de varianza. para el número. de. plántulas clase. B. {.O- 4 cm} (cuadro. 
-8) detectó -diferencias -altamente significativas al 99% · para .fa fuente de 
variabilidad tratamientos-, así mismo; el· Coeficiente- de- Determinación (R2)-
expUca en tm -9G>1-04% ·Jos efectos que han ·tenido ,Jos tratamientos estudiados 
sobre el número de plántu1as clase C (O - 4 cm): Por otro, lado; ef Coeficiente· 
de VariabUidad {C.V.-~ con ·un ·valor de '9,3% se encuentra por encima del 
rango permisible para trabajos· de investigación realizados en laboratorio, tat· 
como 1o mmca Calzada (1982).. 
la. prueba múltiple de Duncan. ta = 0~05). para. los_ promedios. de tratamientos 
(gráfico .SJ también ha .detectado .árferencias -significativas entre Jos promedios 
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de tratamientos, donde Jos tratamientos T1 {7 :expJantes/Bff) y T3 (13 
explantes/BIT)- obtuvieron los mayores promedios con 3,31 y 2,64 plántulas de-
ia ciase C (-0-4 'cm), superando estadísticamente al tratamiento T2 (10 
explantes/BIT) quien obtuvo él- prOme-dio más -bajo corr 1, 00: De acuerdo a-
este resultado corrobora que 1a adecuada densidad de mocu1o se manifestó 
en et t2 ( 1 O exptantes/Btl) debidO a ta influencia positiva del' StT' sobre et' 
crecimiento y muftiplicaclón de las plantas, Mulet et al., (1999). 
Según el gráfico 5, el promedio- de plantas- más bajo- en la clase- B (8,..t2 cm)-
fue para e.I T2 { 10 .expJanteslBIT), atribuyéndose este resultado al número de 
· explantes en relación al volumen del envase de cultivo-, proporcionando- a los 
explantes una mayor interceptación de luz y asimilación ·de nutrientes, 
corroborado por Ministerio- de Agricultura - HA (2004}, Árígef' y Goozáles 
(2013), BBS81i et al., (2012), Espinosa et al., (2007), Escatona et af., (1999). 
Encontrándose que densfdades inferiores o superiores at· T2 · (to- · 
exptantesf81T) disminuyen la calidad de las plantas. 
-La acción fislológ1ca de cttoqüininas: y gmerennas utilizados .. en el medio de 
cultivo para .la fase de elongación ,estimulo Ja diferenciación, entonces el 
crecimiento pudo efectuarse en cada una de las-- regiones- de la planta que 
oontribuyen aJ :crecimjento Jongitudinal {el tnenstemo apical, eJ SubapicaJ y !a 
zona de elongación), favorecido, por las condiciOAes de- cultivo al obtener· una 
menor propot-ción de plantas ciase C respecto a ta ciase B, citado por Barceló 
et al., (2001), Pierik (1987}, Roca y- Mrogtnskl- (1-991). 
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.ft6~ De-la Altura-de-plántulas -Obtenidas 
El análisis de-varianza- para- la- altura de-plántulas obtenidasº (cuadro 9} detectó 
diferencias significativas -al -95% 1)8ra ~a fuente de variabifidad tratamientos, 
así mismo, et Coeficiente de Determinación- (R2)· explica- err une 78',6% los 
efectos que flan 1en1do ros 1ratamientos estooraoos sobre 1a altura de 
_ptánturas. Por otro tado, et Coeficiente de Variabilidatf (C.VJ con un vator de 
5,S3o/o se encuentra dentro de1 rango permisible para trabajos de 
investigación .rea fizados en Jaboratorio_, .tar como Jo .indica CalZ8da (1982). 
La -.prueba -,múltiple 4e Duncan --(a = -O-f05~ -para -Jos ,promedios de tratamientos 
(gráfico 6) también ha detectado diferencias significativas-entre- los promedios 
-de tratamientos, donde -el T2 -(to -explantes/811"} obtuvo el mayor promedio 
con 6,6 cm de· altura de plántulas; superandoc estadísticamente a los· 
tratamientos 1"3 {13 explantes/Bff) ·y 1"1 {7 exptantes/81T) quienes obtuvieron 
promedios de 5,7 y 5,5 cm de altura de plántulas- respectivamente. Este 
resultado corrdbora qµe 1a adecuada densidad de inoculo se manifestó en el 
T2 ( 1 ó e><i>fantes/BIT) debido a Ja ihflUencia positiva der SlT sobre er 
creCimlento y muffiplicaeión de las plantas .. concertando. con lo. mencionada 
por Mulet .et .al., -( t999J. 
El mayor ,pr-0media ,de altura ,de-plantas -para el T2 {to explantes/Bff) según el 
gráflCO 6, nos indica- que se- vio- favorecido- por et- número de explantes en-
·relación'ª' -volumen del -envase de -OUlti\10, proporcionando a tos explantes una 
mayor interceptación de' luz y· asirnilaciórr de nutrientes; renovación total de ta 
atmósfera de Cúltivo en cada 'inmersión (intercambro de gases) y e1 efecto 
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comunitario de los- grupos de brotase o clusters, corroborado- por l'.eisson y-
AJvard {~:995~. Minjstefie -de Agricultura - FJA '(2604). Ángel y Gonzáles 
(2013}, BasaH et al:, (2~l1-2}; Espinosa et al:, (2007}, Escalona et al:, (1999): 
Encontrándose que densidades inferiores o superiores at T2 ( 1 O 
explarttes/BtT} disminuyen ta calidad- de tas plantas. 
La acción fisiofó_giea de citoquihinas y _ giberelinas utili.ZSdos en er medio de 
cultivo para 1a fase de elongación. estimulo_ la. diferenciadón,_ entonces_ el. 
-crecimiento -pudo -efectuar:se -en -cada ,una de Jas .regiones de Ja planta que 
contribuyen al crecimiento- longitudinal (el meristemo- apical, el subapiGal y la 
zona de eJon€)8ción~, Ja adición de endospermo Jfquido de coco {20%) al 
medio en la fase de· enraizamiento-favoreció-una- mayor altura en las plantas, 
-además -4as mndiciones de -OUltwo, el número ·y tiempo de subcultivo 
realizados ayudaron a lograr· plantas uniformes~ citado por· Barcetó et al:, 
(2001), Piertk (1'987), Roca y Mroginski (1991 ). 
6.7. t>e las 'Plántulas sembradas Vs. 1'1ántulas aéfimatadas según clase 
En .er ,gráfico .7,, .se puede observar _que def total' de plántulas sembradas (328) 
de la clase A. un 97 ,25% (3t9}. se- llegaron .. a- aclimatar, así mismo;. las. 
i)Jántulas sembradas de Ja -clase B fueron 1334 y de -Jos· cuales un 92,95% 
(1240) se aclimataron y de- las- 679 plántulas- sembrada& de, la clase- C se-
aclimataron tm 59,,94% {401}. Es-evidente que 1as plántulas de Ja ciase A, son 
las que se aclimataron en· mayor porcentaje· {97~25o/o); Según los datos-
pr-esentados en el gráfico 7, ·tracen afusión qu-e plantas pertenecientes a la 
ciase C (04 cm} no son competentes por tanto no tuvieron éxito en fa 
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acljmatación. y requerJr:ían de ,otros tratamiento ex v!tro para su normal · 
aclimatación 
Es evidente que ta densidad de tnóctrlo y· et periodo de t6 semanas para ta· 
formación de plantas a partir de 1a inocwación en et StT a1canzo et más alto 
número de ptantas de buena catidad y competentes para el enraizamiento ex 
vitro y aclimataCión, corroborado por 'Escalona ef a1., (~999), Angel y. 
Gonzáles (2013)., quedando demostrado que fas plántulas de erase A y B 
·podrian ser cultivadas directamente en invernadero. obteniendo- una 
supervivencia entre .92,.95% y '97~25% respectivamente, resultados similares 
fueron obtenidos por Delgado· (2004) y Mas- (2013'}, asumiendo que· las 
-plantas oo aclimatadss fueron -pequeñas o "8stonadas durante el -proceso de 
acttmatación, mas no por efectos' fisiológicos· de este proceso. 
Según el gráfico 7, se deduce que a través cte la utilización del' sistema de 
inmersión temporal en 1a micropropag~ción de plantas se puede lograr altos 
porcentajes de supervivencia en fa aclimatación, ar fograr pfantas que poseen 
lam1nas foliares serosas eomparadas con las. plantas húmedas de la. 
propagación convencional, según lo citado por 
http://www.imciencia.com/index.php, por tanto- la deshidratación es- menor en 
~as plantas .provenientes de estos sistemas durante aclimatación. 
En ia fase de enrérizamiento Ja -adición {je endospermo Hquido de coco al 20% 
al medio de cuttivo · (anexo 5} nu tuvo mayor sigrrificancia para tal fin, sin 
embrago se obtuvieron aftos porcentajes de supervivencia para 1as plantas de 
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-ciase A y -B, ,atribuyendo ·este resuJtaao al ·.efecto favorable del SJT, por tanto 
se puede prescindir de- la fas& d& enraizamiento en la- micropropagación de· 
·piña mediante Sff 'J)Udiendo realizar ~n 'COndiciones ex vitro (foto 35) 
corroborado por http:/fwwwjmciencia:comlindex:php, Escalona- et- ak, {1999); 
Ángel ··y ·Gonzáles ·{2013), -al:femás ·•a rusticidad tJe Anamrs cmnosus ayooa en 
et ,proceso de aclimatación y et enraizamiento se puede realizan ex vitro, 
'basandose en 'to citado por Mdhammed y Vidaver {1990),. a1 mencionar que 1a 
.presencia de .raí.ces sor.o es cnecesario en .plantas Jefiosas pues fes garantíza 
alta superVivencia en la aclimatización~ 
Además· teniendo en consideración· lo· descrito· por Escalona et· aL ( 1999}, se 
·puede asumir ·que ·medjante oo esquema de producción (anexo 8 y 9), es 
posible obtener aproximadamente 90 brotes de 5- yemas axilares de· corona 
en alrededor de '91re11Tanas a 1ravés de métodos convenciona1es, y al termino 
de 1s· semanas después de la inoculación en tos biorreactores de inmersrón 
'temporal se logró producir 2,341 plantas. 
6~8~ De tos costos de producción_ 
En Jos -.anexos -9, :r.o v 11 se .muestran Jos costos re.lacionados con Ja 
producción de las. plantas producidas mediante el sistema de inmersión. 
tempera! ,(S/. 1'34;·01') y mediante procedimientos ,convencionales {S/.1,001) 
basados en 2,300· plantas, demostrándose, que· el- menor costo de producción 
fue 'Obtenido -poria micropropagación mediante SIT. 
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EJ prooeaimiérito de propagación -mediante. SJT -puede reducir hasta eñ -un 
27% los costos de producción por planta· en comparación con- el- método 
cbnvencionaJ taf eomo ió muestran iOS -anexos -9 y 10. Esto se debe a la 
-éficiencra y duraciÓrr del prOCed}rriwntó · habléndOse superado· urr factor- -
importante en el aumento de 'lbs costos de producción para fa propagación 
convencional, ~presentado por er costo de ta mano de obra en todo et 
proceso· de produceión,.pues el SIT reduce_ considerablemente este factor al 
no demandar de constantes subcultivos" --
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vn. CONCLUSIONES 
7.1. El protoeolo estabtecoo en este trabajo· de investigación~ permitK>· que; en· el· 
r1 (7 exptantesf61T) se obtuvierá un poreentaje de no contaminados ·igual ·a 
100,00% (3), en et T2· (tO exptantes/BlT} obtuvo un tOO;OOOA> (3/ de no 
contaminados y 1o mismo ocurrió con erT3 (13 exp1antes1B1T) un 100,00% (3) 
de no contamínados, demostrando fa eficacia de tos procedimientos 
determinados tanto en la. lntroduceión. de e:xplantes al BJT, multiplicaclón, 
eJongación y enraizamiento de .fas plántufas. 
7.2. EJ T-3 {13 ~xplantes/Bff} obtuvo eJ mayor -promedk> con 361 plántulas·, 
superando estadísticamente a los tratamientos T2 fHl explantes/BlT} y T1· · (7 
exptantesfB~T) quiénes obtuvieron promedios de 225,0 y 177,8 plántu1a·s. 
i.3. E't T2 {10 exp1antes1B1T) obtuvo e1 mayor promedio con 2;94 p1ántufas, siendo 
este estadísticamente iguat at T3" (13: exptantes/BtT) ·· quien obtuvo un 
promedio de 2,64 plántulas de clase A (a-12 cm), siendo estos tratamientos 
-distintosaf T1 (7 expfantes/BIT) quíen obtuvo un ,promedio de 1,QO. 
7.4. EJ T2 {1-0 .explantes/BJn -obtuvo .eJ mayor pr.omedio con 6,33 plántulas de 
clase B ( 4"8 cm), superando, estadísticamente- a la& tratamientos-, T3 ( 13 
explanteSIBJT) y T1 (7 explantes/BIT) quienes obtuvieron promedios de 5,34 y 
5,02 respectivamente. 
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7.S. los tratamientos T1 (7 .expJantes/BJT~ y T3 (13 expJantes/BIT) obtuvieron ·10 
mayores promedios con- 3,3-1- y- 2,64 plántulas de la-· clase C (0-4 cm); 
superándo estadísticamente -a! tratamiento T2 ( 10 ·expfantes/Bff) quien obtuvo· 
el promedio más bajo oon: 1, 00: 
7.6'. El T2 (10 e.>q>tantes/Bll) obtuvo er mayor promedro con 0:6 cm de altura de 
plantU1as, superando estadísticamente a los tratamientos T3 (:13 
expfantes/BIT) y T1 .(7 explantes/BJTJ quíenes obtuvieron promedios de 5, 7 y · 
5,5 cm de altura de plántulas respectivamente. 
7.7. · Del total de' plántulas sembradas- {328) de,-la clase·A;· un 97,25o/& {3-1-9)· se--
~legaron a aclimatar, asf mismo, ÜiS plántulas sembradas de la clase· B fueron 
1334 y de los cuales un 92,95% (1240} sé actimataron y de las 679 ptántutas 
sembrádas de ia erase C se 'aellmataron tin 5'9,94% (407). Es evroenté que tas 
. pfántutas de la clase A, son tas que se aclimataron en mayor porcentaje 
(9'7;25%). 
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VIII. RECOMENDACIONES, 
8.1. Utilizar una'adecuada densidad de,·inócub para· obtener gtarides· cantidades· 
, , . 
Bé pfaritáS y con un promedio de altura acepÍabte, siendo' et T3 ( 13 
exptantes/BIT) el que obtuvo et rrtáyor promedio con 361 ptántutas. 
8.2. El T2 (10 expfantes/BIT} obtuvo ef mayor ,promedio ct>n S:,6 cm de altura de 
plántulas después.de las 1.6 semanas de cultivo .. 
8.3. Lograr plantas- de clase A '8-12 cm) y- S-(4-S•cm) al ·considerarlas como· las-
más ;competentes para ·ja aCtimatación. ·• 
8.4. Ai evidenciar ros porcentajes ·.de no contaminación obtenidos, se· hacé · · 
né6esario la· .. utitizadórt• de ptódtlcio-S eStéfilizantes OOmó et G-1, en ldS 
proceso de producción de vitrop1antas. 
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RESUMEN 
El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo de determinar un protocolo eficiente 
para la micropropagación de Ananas comusus {L.) Merr, cultivar MD-2 "Golden", mediante 
un sistema de inmersión temporal, con la finalidad de determinar el número de explantes 
que permitan obtener una alta tasa de multiplicación de brotes y de obtener el mayor 
número de plántulas con la altura suficiente para la etapa de aclimatación. La investigación 
se desarrolló en el Laboratorio de Biotecnologfa Vegetal de la Estación Experimental Agraria 
"El Porvenir" - Tarapoto - INIA, situado en el distrito de Juan Guerra a 14.5 km., de la 
ciudad de Tarapoto, vía carretera Femando Belaunde Terry {Tarapoto - Juanjui). Se utilizó 
el Diseño Completamente al Azar {DCA) con tres tratamientos en estudio y cada tratamiento 
con tres repeticiones u observaciones. En cada repetición se evaluó 7, 10 y 13 explantes, 
resultando en un total de 21, 30 y 39 plántulas evaluadas por tratamiento respectivamente. 
La unidad experimental (U.E.) estuvo constituida por una unidad BIT (una botella 
conteniendo los explantes más una botella para el medio líquido). Después de 16 semanas 
de cultivo se evaluó las siguientes variables: Contaminación, Número de plantas obtenidas 
por tratamiento, Número de plántulas según clase por tratamiento, altura de plántulas 
obtenidas por tratamiento, supervivencia (plántulas sembradas versus plántulas aclimatadas 
según clase). Los resultados obtenidos indican que el tratamiento T3 {13 explantes/Bln, 
obtuvo el mayor número promedio de plántulas {361 ), seguido de los tratamiento T2 y T1, 
quienes obtuvieron promedios de 225 y 177.8 plántulas, respectivamente. Sin embargo, en 
el tratamiento T2 con (10 explantes/BIT), obtuvo el mayor promedio de altura de plántulas 
con 6.6 cm., seguido de los tratamientos T3 y T1, quienes obtuvieron promedios de 5.7 y 5.5 
cm de altura de plántulas, respectivamente. 
Palabras Claves: Protocolo, micropropagación, inmersión, explantes, tasa, multiplicación, 
brotes, plántulas. 
SUMMARY 
This research aimed to determine an efficient protocol for micropropagation of Ananas 
comosus {L.) Merr, growing MD-2 "Golden" through a temporary immersion system, in order 
to determine the number of explants allow to obtain a high rate of multiplication of shoots and 
get the largest number of seedlings with high enough for acclimatization stage. The research 
was conducted at the Laboratory of Plant Biotechnology of the Agricultura! Experimental 
Station "El Porvenir'' - Tarapoto - INIA located in the district Juan Guerra 14.5 km from the 
city of Tarapoto, via highway Femando Belaunde Terry {Tarapoto - Juanjui). The design was 
completely randomized {CRD) with three treatments under study and each treatment with 
three replications or observations. In each iteration we were evaluated 7, 10 and 13 explants, 
resulting in a total of 21, 30 and 39 seedlings per treatment evaluated respectively. (EU) 
experimental unit was constituted by a BIT unit {a bottle containing the explants over a bottle 
for the liquid medium). Pollution, number of plants obtained by treatment, number of 
seedlings by treatment class, height plantlets per treatment, survival {versus seedlings 
plantad seedlings acclimated according to class): After 16 weeks of culture the following 
variables were evaluated. 
The results indicate that the T3 {13 explants I BIT) treatment had the highest average 
seedling {361) number, followed by T2 and T1 treatment, who obtained 225 and 177.8 
average seedlings, respectively. However, in the treatment T2 {10 explants I BIT), eamed the 
highest average height of seedlings with 6.6 cm., Followed by T3 and T1 treatments, who 
obtained averages of 5.7 and 5.5 cm seedling, respectively. 
Keywords: Protocol, micropropagation, dipping, explants, rate, multiplication, sprouts, 
seedlings. 
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ANEXOS 
Anexo 1: Componentes del medio de cultivo para la indución de yemas laterales. 
Concentrac. Pesar Stock 
Vol. de Stock Concentración final Cantidad de Stock Cantidad de 
ITEM Stock Producto Fónnula a preparar Preparaclon en medio de cultivo /L de MS total (en Stock/L de MS 
Cant. Unid (ml) CanUdad Unid. (gil) mi) 112 (en mi) 
Macro y micro nutrientes 
1 Stock A Nitrato de Amonio 82.50 gil 500.00 41.2500 g Disolver en agua destilada y enrazar a 500 mL 1.6500 20 10 
NH4N03 CORROSIVO, no pesar en papel aluminio 
2 StockB Nitrato de Potasio 95.00 gil 500.00 47.5000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 500 mL 1.9000 20 10 
KN03 
3 StockC Cloruro de Calcio dlhldratado 88.00 g/L 250.00 22.0000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 250 mL 0.4400 5 2.5 
CaC'2.2H20 
4 Stock O Fosfa10 de Potasio monobaslco 34.00 gil 250.00 8.5000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 250 mL 0.1700 5 2.5 
KH2P04 
Este es un Stock compuesto por varios 
5 Stock E M/croelementos 250.00 reactivos en muy bajas concentraciones, por lo 5 2.5 
que primero deben prepararse por separado 
Mollbdato de sodio N82M002.2H20 0.0500 g/L 0.0125 g 1. Pesar O, 1g y cf1Solver en 100ml HP 0.0003 
,....._ 
2. Tomar 10 mi de esta solución 
,....._ 
3. Disolve~os en 200ml del stock E 
-
4. Descartar los 90 mi restantes 
Cloruro de cobalto CoC'2.6H20 0.0050 gil 0.0013 g 1. Pesar 0.1g y disolver en 100ml HP 0.000025 
-2. Tomar1 mi de es1a solución 
-3. Disolver en 200ml del stock E 
-4. Descartar los 99 mi restantes 
loduro de Potasio 0.1660 gil 0.0415 g Disolver con HPd directamente en frasco de 0.0008 
KI stock E 
Acldo Borlco 1.2300 gil 0.3075 g Disolver con HP directamente en el frasco de 0.0062 
H3B03 stock E 
CORROSIVO, disolver inmediatamente. 
PELIGROSO al contacto con la Piel 
''óontinua·ción anexo L." 
6 stock F . . So/iJc/ón de BUlfiJIOll 
1 
25Ó;OO 
1 
siook compuesto por vatios reáctivos (1IJe 
5 2.5 prihiero deben prépararse por sl!paradO 
sulfato de Mangáneso Monohldtato 'MnS0.¡4H2ci 3.3800 g/L 0.8450 g Disolver en H¡Od directamente ene! fraséO de 0.0169 stóék F 
Suitato de Magnesio Heptahldratado 'NigS04 . 7H2b 14.0000 g/L 18.600Ó g Disolver éi1 H¡Od directamente en el frasco de 0.3700 stoék F 
suitato dli Zlr¡c Hept,ahldtat¡ido ZnS04. 7H20 1.725<> g/L 0.4313 g D1solv.er en H¡Od directamente én el frasco de O.Oó86 stOék F 
SuÍfato de Cobre "elJlahldrllladil ·euso •. sH2t:> O.ooSo g!L 0.Q013 g 1. ¡.....;...... 
Pes;ir 0.1g y disolver eM 100mL H¡O 0.0000 
~- Tomar 1 hil.de esta solución 
-'"'-'"' 
3. Disolver en 200mL del stock 
__._,. 
4. Descartar los 99 mi restantes 
7 S!ockG AgShte quela!)te N~DTA2H¡Ó 1.es50 9/L $)Cl,OQ 0.$325 g 1 Disolver el EOT A en 200 m~ dé agua o.o37~ 20 \o destilada, esperar 20 rrlin. 
$uilatci fertosp he~ hidratado FaS04.1H20 1.;3900 ~/L 0,695ó g 2 .· Óale11tar la sohfcioo hasta antes de o.otTa héivir 
.....--.,.. 
Agregar el FeSÓ4 lentámente'has.ta 3. 
-'"'-'"' 
obtener 'uha soluci6¡l áma¡illo claro 
4 AlllÍacer\sr en frasco oscuro y en refrige~lón (4'C) 
Vitl!!lllna~ 
1000.oolJÍ,g/L . 100.00 Disolv~ en agua desülada .. .. ~ Tlamil)!l-HC, 0.1000 g O.OÓ04 0:4 0.4 
Fue!lti! di! carbpno · 
... 
!! Sacarosa o suerosa .. 3.00 j% 
.. 1 30,000o 
f.ltor~Ul .. dótes 
10QO.ó0,mg/L o.1ooojg 
Agregar NaOH 1 N hasta dsplver 
10 _Behcll amino puHl')a 100.00 completamente, luego agregar agua destil~da 0.0030 3 3 
esteril hasta enrlitar a 1óo inL. Guardar en 
.. 
Aditivos 91"9ánlcos complejos 
11 Endospermo liquido® coco 10.0(),% 1 100 100 
Estl!rilizac!oi' ql,!imlcq 
. • 
r , . 1~ G-1 0.114Q 
pH= 5,7 
M8"1o 111• 01: Establecido por Oelgado, f-l. y Alverca, w. en el laboratorio de bic;itecnojogfa v~etal, EEA ''.El Porvenir'.' - INIA; ba~o en MUral!lllge & sk~ (19fi2). 
Anexo 2: Componentes del medio de cultivo para la fase de multiplicación. 
Concentrac. Pesar Stock 
Vol. de Stock Concentración final Cantidad de Stock Cantidad de 
ITEM Stock Producto Fórmula a preparar Preparaclon en medio de cultivo /L de MS total (en Stock /L de MS 
Cant. Unid (mL) Cantidad Unid. (gil) mi) 1/2(enml) 
Macro y micro nutrientes 
1 Stock A Nttrato de Amonio 82.50 g/L 500.00 41.2500 g Disolver en agua destilada y enrazar a 500 mL. 1.8500 20 10 
NH4N03 CORROSNO, no pesar en papel aluminio 
2 StockB Nttrato de Potasio 95.00 gil 500.00 47.5000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 500 mL 1.9000 20 10 
KN03 
3 StockC Cloruro de Ca lelo dlhldratado 88.00 g/L 250.00 22.0000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 250 mL 0.4400 5 2.5 
CaCl2.2H20 
4 Stock O Fosfato de Potasio monobaslco 34.00 gil 250.00 8.5000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 250 mL 0.1700 5 2.5 
KH2P04 
Este es un Stock compuesto por varios reactivos en 
5 Stock E M/croe/emen~ 250.00 muy bajas concentraciones, por lo que primero deben 5 2.5 
prepararse por separado 
Molibdato de sodio Na2Mo02.2H20 0.0500 g/L 0.0125 g 1. Pesar0,1gy disolver en 100ml HP 0.0003 
-
2. Tornar 10 mi de esta solución 
-
3. Disolverlos en 200ml del stock E 
-
4. Descartar los 90 mi restantes 
Cloruro de cobalto CoCl2.8H20 0.0050 g/L 0.0013 g 1. Pesar 0.1g y disolver en 100ml HP 0.000025 
-
2. Tornar 1 mi de esta solución 
-
3. Disolver en 200ml del stock E 
-
4. Descartar los 99 mi restantes 
loduro de Potasio 0.1660 g/L 0.0415 g Disolver con HPd directamente en frasco de stock E 0.0008 
KI 
Acldo Sorteo 1.2300 g/L 0.3075 g 
Disolver con HP directamente en el frasco de stock 0.0062 
H3B03 E 
CORROSNO, disolver inmediatamente. 
PELIGROSO al contacto con la P'iel 
ºCoi'ltinuagión anexé:! 2 .. · ... 
" 
6 Stoi:kF Solución de su/fatOs 250,00 Stock conipuesto par vatios reactivos que primero 5 2.$ 
' 
deben Prel'.&rarse por separado 
.. 
Sulfalo de Manganeso Mónohldrido MnS044H20 3.38ÓO gil 0.8450 g Disolver en H20d directamente en el frasco de stock 0,01'69 F 
Sulfalo de r\Aagnealil t:teptahldratildo MgS04. 7H2Ó 74.0QÓO.g/l 18.SOÓO g Disolver en Hfld directamente eh el frallco de stocK 0,3100 F 
Sulfalo de Zinc He~ta~ldralado znso •• 7H20 1.72iib gil 0'4313 g Disolver en HJVll directamente en el frasco de stock O,QOSe F 
Sµlfalo de éobra Pilntqhldrataido cuso •. sH2d o.pos!) !lfl 0.0013 g 1. Pesar O. 111 y disolver en 100m'L H¡O 0,0000 
~ 
2. Tomar 1 mi.de esta sol\Jtión 
--'-'-:-
3. Disolver en 200inL del stock 
............ 
4. Descertat li¡s 99 mi restantes 
7 stoekc;i Aganta quelilnte Na2EPTA.2H10 1:13650 !lfl !jOO,()Q 0.9325 g 1. Disolver el EDTA en 200 mL de agua 0,0373 20 10 destilada, esperar 20 min. 
"• 
Sulfato ferróeo ~ePta ~ldmtaqo Fe50~.7H¡O 1.3900 !lfl 0.6950 g 2. Cálentar la solucion hasta ariteil dEI hervir 0,0218 
~ 
Agregar' el FeS04 lenta'lileijte hásta obtener 3. 
__.._.,.. una ~oludón amarillo claro 
4. Almacenar en frasco oscuro y' én 
refrigeración ( 4°9) 
Vn~nílna• 
a TJamlna - HCI 
.. 
1 ocio.óo mg/L 100.00 0.1000 g Disolver en a~ua destilada O,Qdó4 j).4 0.4 
9 )\cldo Nlcotlhlco 1000.00 F11g/L 100.00 0.1000 ~ Disolver en a~ua destilada O.QdOs p.s O.$ 
.. 
.. 
l'oente d" catbi>no 
10 Sacaros~ O SlJCrQSa ... ,3.00 % 30,Qd9o 
l'Horei uJ;id(!res 
-
·-
0.1000 g 
Agregar NaOH 1 N hr¡Sta disolver CQfllpletamente, 
11 B!!ncll amino purina 1000.00 F11g/L 100.00 luego.agregar agua cjestilada estaril hesta enrazar a 0,0020 2 2 
100 m.L. Guaajar en refrigeraci6h. 
" " 
Agregar NaOH 1 N hasta disolver CQmpletamente, 
12 Ál)ldo N¡iftlller¡a~tlqo 1000.00 mgJL 100.00 0.1000 ~ luego agregar agua qestilada esteril hasta enrazar a 0.0003 p.3 0.3 
100 m~. Guaajar en refrigeración. 
pH =5,7 
Me!!lo N~ 02: Establecido p,or tlel~ado, H. y Alverca, W. en el laboraíortci de l:>l11tecnc¡logla .yegeta!. EEA "El P9rvanlr'' - INIA; bas¡ldo er¡ Murashlge & Sko.Qg (1962). 
Anexo 3: Componentes del medio de cultivo para la fase de multiplicación (BIT). 
Concentrac. Stock Pesar 
Vol. de Stock Concentración Cantidad de Cantidad de 
ITEM stock Producto Fónnula a preparar Preparaclon final en medio de Stock /L de MS Stock /L de MS 
Cant. Unid (mL) Cantidad Unid. cuttlvo (gil) total (en mi) 112 (enml) 
Macro y micro nutrientes 
1 Stock A Nitrato de Amonio 82.50 gil 500.00 41.2500 9 Disolver en agua destilada y enrazar e 500 mL. 1.6500 20 10 
NH4N03 CORROSIVO, no pesar en papel aluminio 
2 Stock B Nitrato de Potasio 95.00 gil 500.00 47.5000 9 Disolver en agua destilada y enrazar a 500 mL 1.9000 20 10 
KN03 
3 StockC Clo!llro de Calcio dlhldratado 88.00 gil 250.00 22.0000 9 Disolver en agua destilada y enrazar a 250 mL 0.4400 5 2.5 
CaCl2.2H20 
4 stock D Fosfato de Potasio monobaslco 34.00 gil 250.00 8.5000 9 Disolver en agua destilada y enrazar a 250 mL 0.1700 5 2.5 
KH2P04 
Este es un Stock ccmpuesto por varios reactivos en 
5 stock E M/croelemenfoll 250.00 muy bajas ccncentraciones, por lo que primero deben 5 2.5 
prepararae por separado 
Mollbdato de sodio N~Mo02.2H20 0.0500 gil 0.0125 9 1. Pesar0,1gy disolver en 100ml H20 0.0003 
-
2. Tomar 10 mi de esta solución 
-3. Disolverlos en 200ml del stock E 
-4. Descartar los 90 mi restantas 
Clol\lro de cobalto COCl2.6H20 0.0050 gil 0.0013 9 1. Pesar 0.1g y disolver en 100ml H:z() 0.000025 
-2. Tomar 1 mi de esta solución 
,...._ 
3. Disolver en 200ml del stock E 
-4. Descartar los 99 mi restantes 
loduro de Potasio 0.1660 gil 0.0415 9 Disolver ccn H:z()d directamente en frasco de stock E 0.0008 
KI 
Acldo Bortco 1.2300 g/L 0.3075 9 
Disolver ccn H:z() drectamente en el frasee de stock 
0.0082 H3B~ E 
CORROSIVO, disolver inmediatamente. 
PELIGROSO al contacto ccn la Piel 
"Co.ntlnuación anexo :L." 
6 Sti:lck F So/uclóli de sulfatos 250.00 Stock éompuesto por varios i'éaciivos que p~imero 5 2.5 deben prepararse por separado 
Sulfa1o de Mei1ga~eao Monohldrato MliS044H20 3.38ÓO glL 0.8450 g Disolver en H20d direetamente en e1 frasco de stock 0.0169 F 
Sulfa1o de Magnnlo Heptahidrata~ó M¡jS04. 7H20 74.00ÓO g/L 18.5000 g Disolver en H20d directamente en el frasco de stocK 0.310o F 
Sulfa1o de zrnó H!IJllahldratado ZnS04. '7H20 1.7250 glL 0.4313 g Disolver en H¡Od directamente en el frasco de itock o.cose F 
Sulfa1o de Cobte penl1hjdr11l1<10 CiJS04 . 5H2') 0.0050 g/L 0.0013 g 1. Pesar 0.1g y tisolvér en 100mL Ha0 0.0000 
-
2 T omár 1 mi de esta soli¡ci6i1 
-3. Disolver en 200n¡L; dél ejock 
-
.4. D.escattar los 99 mi restantes 
7 Sli:lckG •mequelar\la Na2EDT A.2Hz() 1.8650 gil 500.00 0.9325 g 1. D.isolver el EDT A eri 200 m L de agua Q.0373 20 10 destifada, e$perar 20 m,in. 
Sulfa1o terl'QeO hepta hid,atado Fe$04.7Hz() 1.aeoo g1L 0.6950 g 2. C~len!ar ¡a soluclon hasta ant" de hervir Q.0218 
;-
3. Agregar el FeS04 lentar¡iente hasta objener 
una 1olucj6n amarillo claro 
·-
4. Almacenar en fraseó os.curo y en 
refrigeración ( 4°C) 
Vltalhll!as 
8 Tlamlne. HCI iOQO.ÓO mQiL 100.00 0.1000 g Disolver en agua destilaqa Q.0004 Q.4 0.4 
9 Acido Nlcotlnfco 1000.00 mglL 100.00 0.1000 g Disolver en agua destila<ll! Q.OóOS Q.5 0,5 
lfllente de carbono 
10 Sacarosa o suerosa 3.00 % 30.0000 
F .. ore utadorea 
11 Í3encil amirlQ pUnn~ 
Agregat ~OH 1N hasta qisol\/e,r comp!etamente, 
IOQ0.00 mglL 100.00 0.1000 g luego agregar agua dest~da est~ril hasta enrazar a Q.0021 2,1 2,1 
100 mL. Guardar en refríg9raci6n. 
· Agregar NaOH 1 N hasta disolver completamente, 
12 Ácido Naitalenapético 1000.óO mgÍL 100.00 0.1000 g • luego agregar agua desli!ada esieril hasta enrazar a Q.0003 o .. 3 0.3 
100 mL. Guardar .en refrigeración. 
Esterlllzador qulmlco 
13 G-1 Q.1140 
pH=M 
Medio 111º 03: Eatablecldo por ESCALONA et 11/, 1999. 
Anexo 4: Componentes del medio de cultivo para la fase de elongación (BIT). 
Concentrac. Pesar Stock 
Vol. de Stock Concentración Cantidad de Stock Cantidad de 
ITEM Stock Producto Fórmula a preparar Preparaclon final en medio de /L de MS total (en Stock /L de MS 
Cant. Unid (ml) Cantidad Unid. cultlvo (gil) mi) 1/2(enml) 
Macro y micro nutrientes 
1 Stock A Nitrato de Amonio 82.50 gil 500.00 41.2500 g Disolver en agua destilada y enrazar a 500 mL. 1.8500 20 10 
NH4N03 CORROSIVO, no pesar en papel aluminio 
2 Stock B Nitrato de Po!Mlo 95.00 g/L 500.00 47.5000 g Disolver en agua deslilada y enrazar a 500 mL 1.9000 20 10 
KN03 
3 StockC Cloruro de Calcio dlhldratado 88.00 g/L 250.00 22.0000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 250 mL 0.4400 5 2.5 
CeCl2.2H20 
4 Stock O Fosfato de Potasio monobaalco 34.00 g/L 250.00 8.5000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 250 mL 0.1700 5 2.5 
KH2P04 
Esta es un Stock COrTIPIJesto por varios reactivos en 
5 Stock E Mlcltlfllementos 250.00 muy bajas concentraciones, por lo que primero deben 5 2.5 
prepararse por separado 
Mollbdato de sodio Na~o02.2H20 0.0500 gil 0.0125 g 1. Pesar 0, 1g y disolver en 100ml HP 0.0003 
-
2. Tomar 10 mi de esta solución 
-
-
3. Disolverlos en 200ml del stock E 
-
4. Descartar los 90 mi restantes 
Cloruro de cobalto CoC'2.8H20 0.0050 gil 0.0013 g 1. Pesar 0.1g y cfisolver en 100ml HP 0.000025 
-
2. Tomar 1 mi de esta solución 
-3. Disolver en 200ml del stock E 
-
4. Descartar los 99 mi restantes 
loduro de Potasio 
KJ 
0.1860 gil 0.0415 g Disolver con HPd directamente en frasco de stock E 0.0008 
Acldo Borlco 1.2300 gil 0.3075 g Disolver con HP directamente en el frasco de stock 0.0062 
H3B03 E 
CORROSIVO, disolver inmedialamente. 
PELIGROSO al contacto con la Piel 
"Contliu,,aélón anexo 4 ... " 
6 Stó<:kF So/uc/órl dB sú/fa(Qs 250.00 Stock compuesto por varios reactivos que primero 5 2.5 deben prep¡¡rarse por separaao 
Sulfato de Marigaf)BSO Monohldrato Mnso.4H20 3.38ÓO g!L o.s45o g Diso!Ver en H20d d11ectamente en el frasco de stock 0.0169 F 
Sulfato de MaQnnjo Heptah'ldrlllado Mgso., 7H20 14.00CiO g/L 18.5000" Disolver en H2uo directamente en el frasco de stock 0.3700 F 
Sulfajo de.Zinc Hepltlhldrat1do ZhS04. 7H20 1.7250 ;JL 0.4313" 1 un101Ver en Hl'Xl a1rectamente en el frasco de slocK 0.0088 F 
Sulfato de Cobra P11nlahldniládo CUS04. 5H20 0.0050 ;JL 0.0013" 1. F'esar 0.1g y disolver en 100mL H20 O.oooO 
--2. Tomar 1 mi de esta solutjón 
-3. Disolver en 200mL del stock 
-4. ~cartar los 99 mi restantes 
7 stockG Agan!e l:!~lan1e Na2EDT A.2J.j¡O 1.¡¡650 g/L 500.00 o.9325 g 1. Disolver el EDT A.en 200 mL de agua 0.0373 2,0 10 destilada, esperar 20 min. 
Sulfato len:oso hepja hld~ado FeS04-7H¡O 1.3900 g/L 0.695o g 2. Calentar la solucíon hasllj antes .de hervir 0.0278 
-3. Agregar el FeS04 lentamente hasta Obt~net 
--
un, solució¡l amarillo claro 
4. Almacenar en frasee oscuro y en refrigeración ( 4i>C) ' 
Vlfamlnas 
8 Tlemlnll • HCI 1000.00 ,mg/L 100.00 0.1000 g Disojyer en agua destilada 0.0004 0.4 9.4 
9 Acldo Nlto1lnlco 1000.00 mg/L 100.00 0.1000 g Oiso¡yer en agua destilada O.ooo!i 0.5 ,9.5 
f1,19nte de i:arl;loiio 
10 Saa¡rosa o suclcisa 3.00 % 30.0000 
Fnoreauladores 
Agregar NaOH 1 N hasta d)sol\/er complet.amente, 
11 Bencil amino purin~ 1000.00 ,mg/L 100.00 0.1000 g luego agregar agua destil~dil esteril has!~ enrazar a 0.QP21 2,1 7,1 
100 mL. Guardar en refrigeración. 
Agregar Etanol hasta disolvercompletamenté, luego 
12 Ácido Glb,eréllco 1000.00 mg/L 100.00 0.1000 g agregar agua destilada esteril hasta enraz¡ir a 100 0.0()10 1 1 
mL Guarda,r en refrigeración y en oscuridad 
plt=5,8 
Mttdlo Nº 04: Esíabl!!Cldo por ESCALONA et si. 1999. 
Anexo 5: Componentes del medio de cultivo para la fase de enraizamiento (BIT). 
Concentrac. Stock Pesar 
Vol. de Stock Concentración Cantidad da Stock Cantidad da 
ITEM Stock Producto Fónnula a preparar Praparaclon finar en medio da /L da MS total (en Stock /L da MS 
Cant. Unid. (mL) Cant Unid. cultivo (gil) mi) 112 (anml) 
Macro y micro nutrientes 
1 Stock A NHralo de Amonio 82.50 g/L 500.00 41.2500 g Disolver en egua destilada y anrazar a 500 ml. 1.6500 20 10 
NH4NOs CORROSIVO, no pesar en papel aluminio 
2 StockB Nitrato de Potasio 95.00 gil 500.00 47.5000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 500 ml 1.9000 20 10 
KNOs 
3 Stock e Cloruro de Calcio dlhldratado 88.00 gil 250.00 22.0000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 250 ml 0.4400 5 2.5 
CaCl2.2H20 
4 Stock O Fosfato de Potasio monobaalco 34.00 gil 250.00 8.5000 g Disolver en agua destilada y enrazar a 250 ml 0.1700 5 2.5 
KH2P04 
Este es un Stock compuesto por varios reactivos 
5 Stock E M/croel!lmentoa 250.00 en muy bajas concentraciones, por lo que primero 5 2.5 
deben prepararse por separado 
Mollbdeto de sodio Na,Mo02.2H20 0.0500 g/L 0.0125 g 1. Pesar0,1gydisolveren 100ml H¡O 0.0003 
-
2. Tomar 10 mi de esta solución 
-
3. Disolvertos an 200ml del stock E 
-
4. Deseartar los 90 mi restantes 
Cloruro de cobalto COCl2.8H20 0.0050 gil 0.0013 g 1. Pesar 0.1g y disolver en 100ml H¡O 0.000025 
-
2. Tomar 1 mi de esta solución 
-
3. Disolver en 200ml del stock E 
-
4. Descartar los 99 mi restantes 
toduro de Potasio 0.1860 gil 0.0415 g Disolver con H¡Od directamente en frasco de 0.0008 
KI stock E 
Actdo Bortco 1.2300 gil 0.3075 g Disolver con H¡O directamente en el frasco de 0.0082 
HsBOs stock E 
CORROSIVO, á1Solver inmediatamente. 
PELIGROSO al contacto con la Piel 
11Coi'ltinuación anexó 5 ..... 
6 Stock F so1uelón de su/fatóil 25Ó.OO Stoek compuesto por varios reaétivos que primero 5 2.5 deben prepararse por separado 
Sulfalo de Mangan!iso Mónohjdrato MnS0441·"2o 3.38d0 g/L 0.8450 g u1siltver eh H¡QCI directamente én el frásco de 0.01~ 
•""'k F 
Sµlfa\o Qe Magnnío Heptahldratido MgS04• 7H20 74.00dO g/L 18.5000 g 
DisOlver en H¡Od directamente en el frásco de 0.3700 stock F 
Sµlfaio lle Zlno Héplahldrala~o ZnS04. 7H2o 1.7250 g/L 0.4313 g Disolver en H¡Ocl directamente en el frásco ae 0.0088 stock F 
Sµlfaio ~· Cobre Pllntahldl'al~do CuS04. 5H20 0.0050 g/L 0.0013 g 1. Pesa,r O.Íg y disO!ver ert 100mL H10 O.OdOO 
---..., 
2. Tomar 1 lnl de estuoluciqn 
---..., 
~. Disolver eh 200mL del stock 
.,.._..._ 
4. Des~~ar los 99 mi resta~tes 
7 s¡QCÍ< ~ Agente qµetante NaaEDTA.2H¡() 1,8650 !jlL 600.00 0.9325 g 1. Disol,ver el EPTA e~ 2op mL de agua destilada, esperar 2Q m1n. 0,0373 26 10 
Sµlfa\o ~errO&o ~epta ~!drataq¡> FeS04]HaO 1.39® g/L 0.6950 g 2. Cele~tar la solucion hasta ~ptes de hervir 0.02'76 
__._, 
3. AQte¡¡ar el FeS04 leptarhente hasta obte~er una ~olúción ama~llo claro 
-4. Almacenar en frasco oscuro y en 
réfrigeración ( 4oC) 
liltl!!'lli'll$ 
8 Tj¡imlna • HC:I 1000.001 fT19/L 100.0Q 0.1000 g Disblver en aQu& ·des!ilada 0.0004 0.4 0.4 
9 Acldo Nl!XJllnlCQ 1000.ool,fT19/L 100.0Q 0.1000 g Disolver en aaua des!ileda º·~ 0.5 0.5 
flle11te de c1i'bo11ó 
__ 10 Sacaros~ o suerosa 3.Qo 1% 30,0000 
Ad!livos Qrg6n,!c:o• c~lejos 
11 Endospermo liquido de coco 20.00¡% 200'ml 200m/ 
pH =5,8 
M~lo 111° 011: Establecido PQr ESCALOf'.!A et 1/. 199$. 
Anexo -.6; -Condiciones 48 ceultivo para Ja micropropagación de plántulas de 
Ananas-comos-us·(L) Merr;. cultivar MD-2: "Golden'' 
Temperatura def 
-H:,R-deloárea-• ~.-R. 'dentro-del BIT Intensidad ~uminosa Date Time área de lnctibación irrcubacicm(%l (%)' flux/m2 )· ("CJ 
00:30 24."65 32:79 95A6 H:5264 
-01:;30 24:03 .3t.23 96.12 11.()636 
02:30 24.-35 31."82 98.44 2074.7639 
03:30 
·24_56 30A1 100:CXl 2223:7639· 
04:30 24:t7 -30,57 100.00 2363.9151 
05:"30 24.11 31.12 100.00 2374.7639 
06:30 ·24.85 32:15 100:00· 2313:6429• 
.07:.30 24.30 ,29,62 100 .. 00 -2357.7792 
08~30 24~85 ·25_95 100.00 2489.2936 
09:30 24:80 24.47 100:00· 2415:0557 
10;30 24:41 -2.3 . .33 98.68 2499.6564 
11:30 24.21 22.15 98.11 2515.6123 
12:30 25.01 22:33 9-7.81· 2551.9616 
13;30 25A7 21~62 .96_-30 2620.2514 
14:"30 .26.3 21.44 95.62 2710.6429 
15:30 27:23 22:62 94:21· 2407:0344 
16;30 26:51' .23.87 .93,20 2385.1861 
17~30 26;64 25:26 93.62 2105.6429 
18:30 26:89 27.40 92:21· 1-1:1276 
-19:.30 27.29 :28;55 :91.40 12.0860 
20:30 -28.35 ·31:85 90:20 10.8257 
21:30 29.45 32:t1 90:65' t0:1543 
.22:.30 27.08' .32,61 -91.M 9,5012 
23:30 .25.46 33:33 93.20 10.2136 
Foto 35: Enraizamiento ex vitro de las plantas de piña obtenidas mediante SIT 
Anexo 7: Esquema de producción de la pifta mediante la propagación convencional in vitro 
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Anexo 8: Esquema de producción de la piña mediante Biorreactores de Inmersión Temporal 
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Anex-0 .9~ Costo-de producción para Ananas -comosus {L) Merr~ cultivar MD-2 
"Golden", mediante SlT· 
· ACTMDAOES Dnidad Qmtid8d <:óSIO. unit. TOTAL 
Preparación de medios-de cultivo (insumos) 
·salesMS l 11.00 5.00 55.00 
Sacarosa kg 2.30 2.00 4.,60 
Tramina g U;03 20.00 0.66 
. cAcido.nicotlnico 
'° 
·0;f)3 20.-00 Q,66 
ANA _g f.3't 25~00 32.50 
BAP g t.30- 30.00 39;00 
· .. AG3 g 1.30 25.00 32.50 
·. Agua-destilada l. 45.-00 0.50 22.50 
Agua de coco .l. .2.60 0.50 1.30 
SUbtotal 
.... , ' ' ... ___ , ..... '·· _,., .. ~ .. ~:,, 
183:72 
.. 
- -----· 
.. 
-----·- '' -· 
-··· ----· 
Equipos 
· Atitoctave h 12.00 0.68 8.10 
. Cémara de flujo de aire estéril h 20.00 0.03 0.60 
Compresora de aire h 240:00 0'.05 12.00 
Tubos fluorescentes h 1920.00 <l01 9;60 
Refrigeradora 'h 15~00 0.30 4.50 
•Sub-total 34..80 
Insumos para transferencias 
Álcohol96º L Z;OO 6.00' 12:00 
Cinta selladora Caja 1.00 10.00 10.00 
• Papel de aluminio Caja -0.50 7.50 3.75 
·Algodón Rollo -020 20.00 4.00 
Detergente kg 025 12.00 3~00 
Lejia L o.so 5:00 2.50 
MascañDas Unidad 4.00 0.80 320 
SUb10tal 38.45 
-.Materiales "8RI .la ~paración .delBCT 
Botellas de pléstfuo Uilidad 18.00 3.00 54.00 
Manguera m,. 13.00 0.50 6.50 
Tubos de aluminio m. 4.00 3.00 12.00 
· AniDos pJanos Unidad 72:00 0.05 3:60 
Pegamento Unidad 1.00 6.00 6.00 
Filtros Unidad' 1&00 15,00 270:00 
Sub total 352.10 
· TOTAl. 6'14.07 
MANO DE OBRA 1Jnidad -Cantidád Costounit .Costo total 
Preparación de Medio de Cultivo Jornal t.00 30.00 30.00 
Siembras y Transferencias Jornal 2:011' 30.00 60.00 
Aclimatación Jornal 1.00 30.00 30.00 
TOTAt:OE'MMIOOE.OBRA 120.00 
. COSTO DE-PRODUCCIÓN.PARA 2300 PLANTAS .S/ • 734.07 
COSTO UNITARIO POR PlANTA .. SI. 0.32 
Anexo 10: Costo de pr-0ducción para Ananas comosus (L) Mer.r. cultivar MD-2 
"Golden",. mediante· procedimientos convencionale& 
· .. ACTMDAOES Unidad Cantidad Costounit. TOTAL 
Preparaci6n4e·medios de cultivo (insumos) 
SalesMS l 1a,oo 5.00 90.00 
Sacarosa kg 6.-00 2.00 12.00 
Tiamina g 0.10 20.00 2.00 
Acido nicotfnico g 0.1 20.00 2.00 
ANA ji 2~00 25.00 50.00 
BAP g 2~00 30-.00 60~00 
AG3 g 2;00 25:00 50.00 
Agua destilada l 75.00 0,50 37.50 
Agua de· coco L 6.00 0.50 3.00 
- -·-·--·-·-- ·-- - ·• 
SUbtotal 306.50 
Equipos 
Autoclave h 24.00. 0.68. 1620. 
Cámara de flujo de aire estenl h 80.00 0.03 2.40 
Tubos fluorescentes h 6000.00 0.01 30.00 
Refrigeradora h '20.00 0.30 6.00 
·sub total 54.60 
Insumos para ttansferencias 
AlcoholW l 6.00 6.00 36.00 
Cinta selladora Caja 4.00 10.00 40.00 
. Papel de aluminio Caja .2.00 7.50 15.00 
Algodón RollO 1.00 20.00 20.00 
Detergente kg t.00 12.00 12.00 
Lejfa l 1.50 5.00 7.50 
Mascarillas Unidad tOJ>O 0;80 8.00 
Pote de plástico Unidad 500;00 0.50 250.00 
SUb-total 25&.00 
... .. . ... ... 
.: -- ··-·· ~' .. -. . . . .. . . 
TOTAL 611..10 
MANO DE OBRA Unidad Cántidad- COsto·unit Ci>stototal 
Preparación de Medio de Cultivo Jornal 6.00 30.00 180.00 
S"rembras y Transferencias Jornal 6.00 30.00 18(}.00 
·Aclhnatación JOmat 1.00 30.00 3&.00 
TOTAL MANODE-OBRA 390.00 
COSTO DE PRODUCCIÓN PARA 2300 PLANTAS SI. 1~001.1& 
. . . ... 
·- ---- -~--· - -·-
... 
--·--
. - - ~ .. 
···-
COSTO UNffARIO POR PLANTA SI. 0.44 
Anexo 11~ --Costo-de instalación-de un sistema de mmersión·temporal 
Costo .. 
., ._EQUIPOS Unidad C8nlidad .unitario TOTAL{S/.) 
(SI").-
Compresora de áire 'Unidad 1 1,200 1,200 
' Ftltros'tiitlrMObos cde ,O ;:z 11m Unidad '18 10 180 
, l'Wc>PVC%"3'm .-Unidad '6 '520 31.20 
Válvula'501enoide 11utomatizada Unidád 2 120 240 
, ·Temporizadordigllal -Unidad 2 64 128 
._ Botellas depléstico5l. Unidad :18 3. 54 
Manguera de _pléstico m 10 1.50 15 
Aire acondicionado split Unidad t 
. 
t,400 1,400 
Termohigr6me1ro digllat Ui1idad 1 130 130 
tói'AL ,, Y,mr 
·*Se ~stmm -el -~sto ·tte 1'fiano °de lJbra 'para 1a m-stalación, ·segun el áféa teniendo como 
referencia un valor de-Sk 15~ooo~o(l 
